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Selon la définition donnée par Bennett (1987), les mycotoxines sont "des produits 
naturels, synthétisés par les champignons, capables de provoquer une réponse toxique 
lorsqu'ils pénètrent par voie naturelle (ingestion, inhalation ou absorption par la peau) chez 
l'animal ou dans l'organisme humain".  
Les mycotoxines sont généralement des molécules de faible poids moléculaire 
(PM<1000Da), d'origines chimiques très diverses puisque certaines dérivent des acides 
aminés (alcaloïdes de l'ergot du seigle, acide cyclopiazonique…), d'autres des polycétoacides 
(aflatoxines, ochratoxine A (OTA), citrinine, patuline…) et d'autres sont des dérivés 
terpéniques (désoxynivalénol, toxine T2,…) (Betina, 1994). 
Elles sont présentes dans toute une série de produits de l’alimentation humaine et 
animale et provoquent de nombreuses maladies chez l’homme et l’animal (Castegnaro & 
Wild, 1995; Coker, 1997). Le contact avec les mycotoxines peut être à l’origine de toxicités 
aiguës et chroniques allant de la mort à des effets délétères sur le système nerveux central, 
l’appareil cardiovasculaire et l’appareil respiratoire, ainsi que sur les appareils digestif et 
urinaire. Elles peuvent aussi avoir des effets carcinogènes, mutagènes, tératogènes et 
immunosuppresseurs. Le pouvoir qu’ont certaines d’altérer les réactions immunitaires et, 
ainsi, de réduire la résistance aux infections, est maintenant largement considéré comme leur 
effet le plus important, surtout dans les pays en développement.  
Les mycotoxines retiennent l’attention dans le monde entier en raison des pertes 
économiques importantes qui sont liées à leurs effets sur la santé de l’homme, la productivité 
animale et le commerce national et international.  
 
A partir de données épidémiologiques, les cancérologues ont pu mettre en évidence que 
l'environement joue un rôle important dans le dévelopement d'environ 90% des cancers 
(Visek, 1990 ; Milner, 1989). Les facteurs alimentaires, en particulier, sont impliqués dans 
l’étiologie de certains cancers humains. 60% des cancers chez les femmes et plus de 40% 
chez les hommes sont attribués à des facteurs alimentaires (Wynder & Groi, 1977). De très 
nombreuses données épidémiologiques ont montré des associations fréquentes entre la 
consommation de certains aliments et l’incidence de certains cancers; par exemple, 
l'insuffisance hépatique et le cancer du foie liés à l'aflatoxine B1 (Pfohl-Leszkowicz & 
Castegnaro, 1999). Actuellement, la question de l’implication d’une autre mycotoxine, 
l’ochratoxine A (OTA), dans les cancers des voies urinaires est posée (Chernozemsky et al., 
1987 ; Petkova-Bocharova et al., 1988 ;  pour une revue Pfohl-Leszkowicz et al., 2002a). 
Les cancers de l’appareil urinaire représentent 8,2% de l’ensemble des cancers 
diagnostiqués, avec une plus grande fréquence d’apparition chez les hommes que chez les 
femmes. Dans environ 80% des cas, l’étiologie est inconnue. 
 
L'ochratoxine A est une mycotoxine produite par plusieurs moisissures des genres 
Aspergillus et Penicillium, principalement P. verrucosum dans les climats tempérés et A. 
ochraceus dans les régions chaudes (Pitt, 1987 ; Mantle & Hugh, 1993). Elle contamine 
l'alimentation des animaux d'élevage par l'intermédiaire des céréales et des farines (Krogh, 
1972) et celle de l'homme par le biais de la chaîne alimentaire. La production de toxine a 
habituellement lieu au cours du stockage. 
L'OTA est clairement néphrotoxique chez toutes les espèces animales et cancérogène 
chez les rongeurs (pour un article général voir Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 1999 ; 
Castegnaro, 1998b, Castegnaro et al., 1998 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002a ; Castegnaro & 
Pfohl-Leszkowicz, 2001). L’OTA est impliquée chez l’homme dans la néphropathie 
endémique des Balkans (BEN), maladie caractérisée par une tubulonéphrite, une enzymurie et 
une déficience rénale (Radonic & Radosevic, 1992 ; Vukelic et al., 1992). 
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L’ochratoxine A a été répertoriée par le centre international de la recherche sur le cancer 
(IARC), en 1993, comme « potentiellement cancérogène pour l’homme » (groupe 2B). 
Depuis 2002, un règlement européen en fixe les teneurs maximales admissibles dans les 
céréales brutes (5µg/kg) et leurs produits dérivés (3µg/kg) ainsi que dans les raisins secs 
(10µg/kg) (EU 472/2002). Récemment, ce règlement s'est étendu au café (5µg/kg), au vin et 
au jus de raisins (2µg/l), les nouvelles teneurs maximales sont définies par le règlement (EC) 
No. 123/2005. 
 
Le mécanisme par lequel cette toxine induit des cancers n’est pas totalement élucidé et 
fait l’objet de débats (pour un article général voir O'Brien & Dietrich, 2005 ; Manderville, 
2005 ; Turesky, 2005). Les substances cancérogènes peuvent agir selon deux types de 
mécanismes: selon un mécanisme génotoxique (capable de causer des dommages à l'ADN) ou 
un mécanisme épigénétique. Le terme épigénétique définit les modifications transmissibles et 
réversibles de l'expression des gènes et ne s'accompagnant pas de changements des séquences 
nucléotidiques.  
L’ochratoxine A est-elle une substance cancérogène génotoxique (formation d’adduits 
covalents à l’ADN) ou épigénétique (non génotoxique : stress oxydatif par exemple)?  
Les substances génotoxiques sont des composés dont l’effet cancérogène est qualifié de 
"sans seuil", car toute exposition à un composé génotoxique, si faible soit-elle, aurait la 
capacité d’induire une tumeur. Pour ces substances, un coefficient de cancérogénicité est 
déterminé afin de permettre l’estimation de l’incidence de cancer associé à une dose 
d’exposition donnée et de déterminer des doses maximales d'exposition tolérables.  
A l’opposé, les substances cancérogènes à mécanisme épigénétique n’ont pas le pouvoir 
de produire des tumeurs, mais peuvent les faire proliférer. Le niveau d’exposition à ces 
composés doit atteindre un seuil minimal avant de produire des effets. Pour ces composés, des 
« marges d’exposition » (comparables à des doses de référence) sont définies. Les risques de 
cancers associés à une exposition à des composés épigénétiques sont estimés de la même 
façon que pour les composés non cancérogènes.  
Il est donc important de définir si un composé cancérogène est génotoxique ou non afin 
de permettre aux législateurs de fixer des teneurs maximales dans les denrées alimentaires. 
 
Ainsi l'union européenne (EU) a mis sur pied un groupe de travail pour élucider les 
mécanismes de cancérogénicité liée à l'OTA (Mechanisms of ochratoxin A induced 
carcinogenicity as a basis for an improved risk assessment Ct n°QLK1-2001-01614). C'est 
dans le cadre de ce projet que s'inscrit ce travail de thèse. Les résultats serviront de base au 
législateur. S’il s’avère qu’elle est un cancérogène génotoxique, la législation devra être 
renforcée afin de mieux protéger les individus, comme c’est le cas pour les aflatoxines. 
    
Le but général de cette thèse est de clarifier le mécanisme d’action de cette toxine, en 
identifiant la nature exacte des adduits à l’ADN formés, ainsi que les métabolites, 
responsables de l’induction de cancer des voies urinaires. Pour cela, notre travail a porté, dans 
un premier temps, sur l'étude des adduits à l'ADN par la technique de post-marquage de 
l'ADN au phosphore 32 (32P). Dans un second temps, nous avons recherché les métabolites de 
l'OTA susceptibles d'être formés et de se lier à l'ADN. Pour répondre à ces objectifs, des 
études in vivo (rats et porcs) et in vitro (culture cellulaire, incubations en présence de 
microsomes) ont été réalisées.    
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Le premier chapitre de ce manuscrit est constitué d’une revue bibliographique sur 
l'ochratoxine A et ses effets biologiques. Cette partie se poursuit par une analyse des enzymes 
de métabolisation des xénobiotiques. Pour conclure cette revue, nous avons abordé les 
mécanismes de cancérogenèse, en focalisant notre approche sur les adduits à l'ADN, leur 
formation et leurs méthodes de détection. Le deuxième chapitre présente les moyens mis en 
jeu pour répondre aux objectifs énoncés ci-dessus. Dans une troisième partie sont présentés 
l'approche expérimentale suivie, les résultats obtenus ainsi que la conclusion générale de ce 
travail.  
 
L'ensemble de cette étude permet de mieux comprendre le métabolisme de l'OTA et son 
implication dans la cancérogenèse.  
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 Figure 1: Structure des ochratoxines A, B et C. 
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1. L'ochratoxine A. 
 
1.1. Origine et structure. 
 
L’ochratoxine A a été isolée pour la première fois en 1965, par un groupe de  
chercheurs sud-africains à partir d’un isolat d’Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 
1965a et b). 
Elle est constituée d’une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-
3,4dihydroisocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de son groupement 
carboxyle en C7, au groupement amine de la L-β-phénylalanine. Il existe d’autres 
ochratoxines comme l’ochratoxine B (OTB) qui est le dérivé non chloré de l’OTA et 
l’ochratoxine C (OTC) qui est son ester éthylique. Structurellement les trois ochratoxines 
diffèrent très légèrement les unes des autres, cependant ces différences ont des effets marqués 
sur leur potentiel toxique respectif. L'OTA étant à la fois la plus répandue et la plus toxique.  
Leurs structures sont représentées dans la figure 1. 
L’OTA est un solide blanc de masse molaire 403,8 g/mole, ayant un point de fusion de 
90°C lorsqu’elle est cristallisée dans le xylène. Son spectre d’absorption UV varie avec le pH 
et la polarité du solvant. L’OTA possède un maximum d’absorption à 333 nm avec un 
coefficient d’extinction molaire de 5 500 mol-1.cm-1 dans le méthanol. Dans les mêmes 
conditions, ce coefficient est de 6 400 pour la 4R-hydroxy ochratoxine A (4R-OHOA), alors 
que l’ochratoxine α (OTα) absorbe à 338 nm avec un coefficient de 5 600 et l’OTB absorbe à 
318 nm avec un coefficient de 6 500. L’OTA présente un maximum d’émission de 
fluorescence à 467 nm dans l’éthanol à 96 % et à 428 dans l’éthanol absolu. L’OTA est 
partiellement dégradée dans des conditions normales de cuisson (Müller, 1982), mais peut 
aussi être transformée en 3-S-OTA (Bruinink et al., 1997). Elle est complètement dégradée 
par un traitement à l’hypochlorite de sodium 4% (Castegnaro et al., 1991a). 
 
1.2. Production de l'OTA. 
 
L'OTA est un métabolite secondaire élaboré par diverses moisissures des genres 
Aspergillus et Penicillium. La production d'OTA est liée aux conditions de température, 
d'humidité ambiante, et de teneur en eau du support contaminé (Aw) (Pitt, 1987). Les valeurs 
minimales d'Aw pour la production d'OTA oscillent entre 0,83 et 0,90 en fonction de la 
moisissure étudiée (Northolt et al., 1979). La température optimale de production de l'OTA 
par Aspergillus ochraceus est de 28°C, cette production est moins importante à 15 ou 37°C 
(Trenk et al., 1991). Au contraire, Penicillium viridicatum croît dans une gamme de 
température qui varie de 4 à 30°C en présence d'une humidité de 22% (Mislivec & Tuite, 
1970). Dans les régions froides, l'OTA est donc plutôt produite par des Penicillia, alors que 
dans les régions chaudes, ce sont plutôt les Aspergillii qui la synthétisent (Pohland et al., 
1992; Miller, 1995). Ainsi la production d’OTA est liée à la physiologie propre de chacune 
des espèces et aux paramètres écologiques. En Europe et au Canada, P. verrucosum est 
considéré comme la principale moisissure productrice d’OTA dans les céréales (JECFA, 
2002).  
L'OTA se formerait préférentiellement sur les aliments plutôt acides (Cuero et al., 
1987). Les concentrations en OTA retrouvées dans les aliments sont très variables et varient 
de quelques ng/kg jusqu'à plusieurs dizaines de mg/kg (Krogh, 1987; Kuiper-Goodman & 
Scott, 1989).  
Les moisissures produisant l'OTA, peuvent également produire d'autres toxines ou 
cohabiter avec d'autres moisissures produisant des toxines différentes comme la citrinine 
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produite par des Penicillia (Krogh et al., 1973; Kanisawa, 1984) ou des aflatoxines produites 
par Aspergillus flavus (Steyn, 1993). Un phénomène de synergie avec l'OTA peut donc se 
produire et compliquer l'attribution à la seule OTA de ses effets toxiques (pour une revue voir 
Pohland et al., 1992; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002b ; Molinié, 2004). 
 
1.3. Toxicocinétique de l'OTA. 
 
L’OTA, une fois ingérée, est partiellement absorbée par la diffusion passive de la forme 
non ionisée à travers la paroi de l’estomac (Lillehoj et al., 1979 ; Galtier et al., 1981). 
Cependant, une faible quantité est absorbée au niveau de l’estomac. Le site principal 
d’absorption se situe au niveau de l’intestin et plus précisément au niveau de la partie 
proximale du jéjunum (Kanisawa & Suzuki, 1990). Le pourcentage d’absorption de l’OTA au 
niveau de l’intestin est respectivement de 66 ; 56 ; 56 et 40 % chez le porc, le rat, le lapin et le 
poulet (Suzuki et al., 1977 ; Galtier et al., 1979b, 1981). Elle est ensuite distribuée aux 
différents organes via le système porte et le foie. Elle suit le cycle enterohépatique (Kumagai 
& Aibara, 1982). Des études récentes montrent que l’absorption s’effectue aussi via des 
transporteurs (voir plus loin §1.4). 
Cependant, on retrouve peu d’OTA sous forme libre dans le sang. En effet, l’OTA a une 
très grande affinité pour certaines protéines plasmatiques où elle est fixée à 90 % (Hagelberg 
et al., 1989). Elle se fixe sur l’albumine sérique et sur une macromolécule sérique non 
identifiée d’un poids moléculaire de 20 KDa. (Galtier et al., 1979 ; Stojkovic et al., 1984 ; 
Il'ichev et al., 2002a). Cette fixation est un phénomène saturable. Elle se fixe à l’albumine 
sérique (K affinité = 5,8 104/M chez l’homme) avec une saturation pour des taux de quelques 
centaines de µg/ml (Galtier et al., 1979b).  
Le mécanisme par lequel l’OTA se lie aux protéines est mal connu. Une étude rapporte 
que l’OTA, sous forme de di-anion, est liée au niveau de deux sites de fixation sur l’albumine 
sérique (Il'ichev et al., 2002b). D’après ces auteurs, ces deux sites de fixation appartiennent 
aux sous-unités IIA et IIB de l’albumine sérique. Ils ont également montré que ces liaisons 
pouvaient être déplacées par différents ligands anioniques tels que l’aspartame, la 
phénylalanine, et les anti-inflammatoires non stéroïdiens (Il'ichev, 2002a). Cette fixation 
retarde donc le transport de l’OTA vers les différents organes et augmente sa demi-vie sérique 
et par conséquent contribuerait au développement des effets toxiques chroniques de cette 
toxine. C’est chez les humains que l’OTA possède la plus longue demi-vie dans le plasma qui 
est estimée à un mois (Studer-Rohr et al., 2000). Elle a été évaluée à 21 jours chez le singe, 
75-120 heures chez le porc, 55 à 230 heures pour le rat, et 24-29 heures pour la souris 
(Størmer, 1992 ; Zepnik et al., 2003). 
La distribution tissulaire de l’OTA, chez le porc, le poulet ou la chèvre, suit en général 
l’ordre suivant : reins >foie et muscle> graisses (Madsen et al., 1982 ; Mortensen et al., 
1983). 
 
1.4. Transport de l'OTA. 
 
L’OTA pénètre dans les cellules principalement par un transport actif. Au niveau 
intestinal, Kumagai (1988) a montré que l'OTA est absorbée essentiellement à partir du 
jéjunum proximal. Récemment, il a été montré que l'OTA est absorbée par les cellules 
intestinales humaines Caco-2, propablement par diffusion passive, mais que cette absorption 
est limitée par une pompe à efflux actif localisée sur la face apicale des cellules. Cette pompe 
est un transporteur d'anions organiques multispécifique nommé protéine MRP2 associée aux 
résistances multiples aux médicaments (Berger et al., 2003; Sergent et al., 2005).    
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Gekle et al. (1993), ont montré qu’au niveau des cellules tubulaires proximales du rein 
d’opossum (cellules OK), les échanges au niveau de la membrane apicale sont différents de 
ceux qui se produisent dans la zone basolatérale. Au niveau de la paroi luminale des cellules 
tubulaires, le transport actif de l’OTA s’effectue par trois types de transporteurs : les 
transporteurs de la phénylalanine, de H+/dipeptides et des anions organiques (Sokol et al., 
1988 ; Babu et al., 2002). Au niveau basolatéral, seuls les transporteurs des anions organiques 
véhiculent l’OTA dans les cellules rénales (Jung et al., 2001). Toutefois, des transporteurs 
d’acides gras situés sur la membrane péri-tubulaire pourraient jouer un rôle dans 
l’accumulation de cette toxine dans des suspensions de tubules proximaux rénaux de lapin 
(Grove et al., 1998). 
 
1.5. Excrétion et élimination. 
 
L’OTA est éliminée par toutes les voies d’excrétion (urinaire, fécale et biliaire). Une 
partie de l’OTA qui se retrouve dans la bile peut être réabsorbée au niveau de l’intestin (Fuchs 
et al., 1988). Dans le rein, l’OTA est filtrée au niveau du glomérule puis sécrétée au niveau du 
tube contourné proximal dans la lumière tubulaire. Trente à quarante pourcents sont éliminés 
par voie urinaire (Støren et al., 1982). Seuls 25 % de l’OTA, au niveau du tubule proviennent 
de la filtration globuliforme. Le reste est issu de la sécrétion active de l’OTA vers la lumière 
tubulaire par les transporteurs des anions organiques (Schwerdt et al., 1997,1998).  
L’OTA, sécrétée dans l’urine, est en partie réabsorbée au niveau des tubules rénaux ce 
qui conduit à son accumulation dans les cellules rénales et éventuellement à son retour dans la 
circulation sanguine. L’excrétion biliaire et la filtration glomérulaire (suivie d’une excrétion 
et réabsorption au niveau du tube contourné proximal), jouent un rôle important dans la 
clairance corporelle totale de l’OTA. La contribution et l’intensité de chacune de ces voies 
sont fonction de la dose, de la distribution tissulaire, de la voie d’administration, du 
métabolisme de la toxine et du degré de fixation aux macromolécules sériques.  
La pharmacocinétique d’élimination de l’OTA et de ses métabolites a été étudiée, chez 
le rat, par l’équipe de Li et al., (1997). Ainsi, les demi-vies d’élimination respectives de 
l’OTA, de l’OP-OA, de l’OTα, de la 4-OH-OTA, de l’OTB et de l’OTC sont les suivantes en 
heures : 103+/-16 ; 50 +/-2,8 ; 9,6 +/-2,3 ; 6 +/-0,9 ;4,2 +/-1,2 ; 0,6 +/-0,2. L’OTA, l’OTB, et 
l’OTα sont essentiellement éliminées par les urines (>48 %) et la 4-OH-OTA par la bile 
(41%). 
 
1.6. Métabolisation de l'ochratoxine A. 
 
L’OTA est hydrolysée in vitro en OTα et en phénylalanine par les enzymes 
protéolytiques de la digestion : l’α-chymotrypsine et la carboxypeptidase (Pitout, 1969). 
Deux épimères hydroxylés, la 4-R-hydroxyochratoxine A (4R-OHOA) et la 4-S-
hydroxyochratoxine A (4S-OHOA), sont formés lors de l’incubation de l’OTA en présence de 
microsomes hépatiques de rat, de porc ou d’homme (Størmer et al., 1981). Ces métabolites 
peuvent être aussi générés par les microsomes de reins (Hietanen et al., 1986), les cultures de 
cellules rénales de singe (Grosse et al., 1995a), et les cultures de cellules épithéliales 
bronchiques humaines (Pinelli et al., 1999 ; El Adlouni et al., 2000). 
L’incubation de l’OTA avec des microsomes de foie de lapin ou de rein de porc conduit 
à la formation de la 10- hydroxyochratoxine A (10-OHOA) (Størmer et al., 1983 ; Petkova-
Bocharova et al., 2003b).  
La forme ouverte de l'OTA (OP-OA) a été retrouvée in vivo dans la bile et l'urine de rat 
par Li et al. (2000).  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 2 : Schéma de la métabolisation de l'ochratoxine A (d'après Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2005). 
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La photoirradiation de l'OTA a généré le couple redox OTQ/OTHQ (Gillman et al., 
1998), et récemment, Dai et al. (2002), ont montré, in vitro, que l'incubation d'OTA en 
présence d'un excès de glutathion réduit aboutissait à la formation d'un conjugué OTQ-
glutathion. Le dérivé OTHQ est retrouvé, in vivo, dans l'urine de rats traités par des doses 
d'OTA de 2mg/kg de poids corporel durant deux semaines (Mally et al., 2004).   
Gross-Steinmeyer et al. (2002), ont suggéré la formation dans les hépatocytes primaires 
humains des conjugués OTA –acyl hexose et –acyl pentose.  
 
Ces transformations sont dépendantes du système microsomal des mono-oxygénases à 
cytochrome P-450 (CYP) (Ueno, 1985 ; Størmer, 1992 ; Omar et al., 1996 ; Grosse et al., 
1997 b; Simarro Doorten et al., 2004), mais aussi des peroxydases (Pinelli et al., 1999 ; El 
Adlouni et al., 2000). Cependant certaines études suggèrent que l’OTA est faiblement 
métabolisée par les CYP (Gautier et al., 2001b) et que sa toxicité dépendrait plus d’un stress 
oxydatif, que de sa métabolisation (Gautier et al., 2001a ; Zepnik et al., 2001 ; Gross-
Steinmeyer et al., 2002). 
Ueno (1985) a montré que, chez le rat, le cytochrome 1A2 est responsable de la 
formation de l’isomère (R) de la 4-OH-OA, tandis que l’isomère (S) est essentiellement formé 
par le cytochrome 2B bien que d’autres CYP interviennent. 
Sur la figure 2 est schématisée la métabolisation de l'OTA.  
 
Les cytochromes P450 éventuellement impliqués dans la génotoxicité de l’OTA ont été 
recherchés par l’utilisation de cellules humaines dans lesquelles ont été clonés différents 
CYP. Les CYP utilisés sont les 1A2, 2A6, 2D6, 2 E1 et 3A4. Dans tous les cas, des adduits 
ont été observés, mais la quantité varie de 1,2 à 87 adduits par 109 nucléotides. Certains 
adduits sont communs à tous les types de cellules y compris celles n’exprimant que des 
enzymes de conjugaison et les peroxydases mais pas de CYP. Le taux le plus élevé d’adduits 
est obtenu avec le CYP 1A2 (Grosse et al., 1995b ; 1997b). Plus récemment l’implication du 
CYP 2C9 a été montrée sur ce même modèle (El Adlouni et al., 2000). 
Le métabolisme de l’OTA pourrait aussi être lié à un métabolisme de type oxydatif. Une 
diminution des adduits totaux dans l’ADN des reins et des testicules, a été observée suite à 
l’administration simultanée de superoxyde dismutase et de catalase avant le gavage de souris 
(Pfohl- Leszkowicz et al., 1993a). Le traitement de souris par trois vitamines connues pour 
leur pouvoir antioxydant : la vitamine A, la vitamine E et la vitamine C, a permis de diminuer 
la génotoxicité globale de l’OTA ; la vitamine C est la plus efficace des trois (Grosse et al., 
1997a). Ce résultat confirme celui obtenu par Bose & Sinha, (1994) qui montrent que la 
vitamine C est capable de diminuer les anomalies induites par l’OTA lors de la mitose et de la 
méiose. La vitamine E laisse persister certains adduits, mais élimine l’adduit majeur retrouvé 
dans les tumeurs. A l’inverse la vitamine A, élimine la quasi-totalité des adduits à l’exception 
de cet adduit majeur qui est considérablement amplifié. Ces deux vitamines, en plus de leur 
pouvoir antioxydant, modulent les enzymes de la cascade de l’acide arachidonique (AA) qui 
sont les prostaglandines synthétases (PGHS) appelés aussi cyclooxygénases (COX), et les 
lipoxygénases (LOX). Ces enzymes sont impliqués dans la génotoxicité de l’OTA (Pinelli et 
al., 1999 ; El Adlouni et al., 2000). La vitamine A induit la LOX et la COX2 (Pfohl-
Leszkowicz & Castegnaro, 2005a).   
 
 L’utilisation de vésicules séminales de bélier particulièrement riches en prostaglandine 
synthétase (PGSH), enzyme capable de cooxyder des xénobiotiques lors de la synthèse de 
prostaglandines (Eling et al., 1990), a permis de montrer que l’OTA provoque la formation de 
micronoyaux (Degen et al., 1994). Une modification du profil d’adduits observés au niveau  
du rein et du foie, a été observée chez la souris après un prétraitement avec de l’aspirine ou de 
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Figure 3: Voies proposées pour les réactions de biotransformation de l'OTA et structures 
hypothétiques des intermédiaires réactifs (d'après Pfohl-Leszkowicz et al., 2002 ; Manderville 
& Pfohl-Leszkowicz, 2005). 
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l’indométacine (inhibant partiellement la PGSH) avant l’administration d’OTA (Obrecht-
Pflumio et al., 1996). En culture de cellules épithéliales pulmonaires humaines (WI), 
l’utilisation de l’indométacine ou de NDGA (nordihydroguaretic acid), qui inhibe la 
lipoxygénase, a permis de montrer que l’OTA est métabolisée en métabolites génotoxiques 
par la lipoxygénase, alors que la PGHS a plutôt un effet protecteur (Pinelli et al., 1999). Il se 
produit aussi des réactions de conjugaison au glutathion. 
L’administration de phorone avant celle de l’OTA, à des souris, provoque la diminution 
du taux de glutathion de 66 % dans les reins après 4 h et entraîne une diminution du taux 
d’adduits. La N-acétylcystéine (NAC), qui diminue également le taux de glutathion dans ces 
organes, induit aussi une diminution des adduits dans ces tissus. Par contre dans le foie, où 
cette substance augmente le taux de glutathion, on observe une augmentation dramatique du 
taux d’adduits. Ces résultats indiquent que le glutathion joue un rôle primordial dans la 
génotoxicité de l’OTA, soit par la formation de dérivés conjugués génotoxiques, soit par ses 
propriétés oxydo-réductrices. Dai et al., (2002) ont montré, in vitro, que l’incubation d’OTA 
en présence d’un excès de glutathion réduit aboutissait à la formation d’un conjugué OTQ-
glutathion dont la toxicité n’est pas encore connue. 
Deux autres substances, qui diminuent la fixation du glutathion aux xénobiotiques, ont 
été testées ; notamment le diéthylmaléate (DEM) et la buthionine sulfoximine (BSO) qui 
agissent par deux mécanismes différents. Le premier agit par compétition au niveau de la 
glutathion transférase alors que le deuxième agit par inhibition de la γ-glutamine synthétase. 
Les résultats obtenus permettent de conclure à l’implication de la conjugaison au glutathion 
dans la génotoxicité de l’OTA. Le DEM a un effet protecteur au niveau du rein par contre, au 
niveau du foie, il augmente le nombre d’adduits à l’ADN dus à l’OTA (Grosse et al., 1994). 
Pfohl-Leszkowicz et al. (2002a) ont montré l’implication de la conjugaison au glutathion (et 
la formation de dérivés quinone) dans la cancérogénicité induite par l’OTA chez des rats.  
La figure 3 présente les voies proposées pour les réactions de biotransformation de 
l'OTA et les structures hypothétiques des intermédiaires réactifs proposées par Manderville & 
Pfohl-Leszkowicz (2005) et Gross-Steinmeyer (2002). 
 
1.7. Mécanismes d'actions toxiques. 
 
1.7.1. Effets au niveau de la transcription et de la traduction. 
 
In vitro, l’OTA inhibe spécifiquement la synthèse des protéines en entrant en 
compétition avec la phénylalanine, lors de la réaction d’amino-acylation de l’ARN de 
transfert phénylalanine-tARN par la phénylalanyl-tARN synthétase (Creppy et al., 1983). Il 
en résulte un arrêt de la réaction d’amino-acylation et de l’élongation peptidique. La synthèse 
d’ARN messager peut être également inhibée (Meisner et al., 1983). Ces effets n’ont pas été 
confirmés pour l’instant in vivo.  
 
1.7.2. Effets sur le métabolisme des glucides. 
 
L’OTA génère une baisse de 25 % de la néoglucogenèse rénale (qui constitue une des 
voies majeures du métabolisme des glucides au niveau rénal) chez des rats traités à 2 mg 
d’OTA/kg de nourriture pendant deux jours (Meisner & Cimbala, 1986). Cet effet provient de 
l’inhibition par l’OTA de la synthèse d’ARN messager codant pour la phosphoénol pyruvate 
carboxykinase (PEPCK). Une telle baisse d’activité de cette enzyme a été aussi constatée par 
Meisner & Selanik, 1979 ; Meisner et al., 1983 ; Meisner & Cimbala, 1986. 
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L’OTA peut avoir un effet hyperglycémiant, lié d’une part à la stimulation de la 
glycogénolyse et d’autre part à la formation de glucose à partir d’autres nutriments et 
notamment d’acides aminés glucoformateurs (Verma & Shalini, 1998). 
 
1.7.3. Effets sur la respiration mitochondriale. 
 
La respiration mitochondriale est diminuée in vitro à la suite d’une exposition à l’OTA. 
Ceci est dû à une altération des transporteurs de phosphate de la membrane mitochondriale et 
à une inhibition de l’activité ATPasique de la membrane interne de la mitochondrie (Meisner 
& Chan, 1974). 
L’OTA inhibe compétitivement les activités des succinate déshydrogénase et 
cytochrome C oxydase mitochondriales de rat (Wei et al., 1985). Elle inhibe également 
l’activité de certaines enzymes indispensables au cycle de Krebs induisant une diminution de 
la production d’ATP. 
 
1.7.4. Effets sur le métabolisme des lipides. 
 
Il a été montré que l’OTA augmentait la peroxydation lipidique (PL) in vivo et in vitro 
(Rahimtula et al., 1988). Ceci pourrait expliquer l’effet nécrosant de l’OTA au niveau du rein 
puisque la peroxydation des acides gras polyinsaturés inclus dans les membranes 
phospholipidiques a été proposée comme mécanisme d’action de nombreux xénobiotiques à 
l'origine d’altérations tissulaires structurales (Halliwell & Gutteridge,1988). Meki et Hussein 
(2001), ont montré que l’utilisation de mélatonine (connue pour son pouvoir antioxydant), 
réduisait le stress oxydatif généré par l’OTA au niveau rénal et hépatique dans des rats mâles 
Sprague-Dawley. 
Cette PL mène de plus à une modification de l’homéostasie calcique hépatique et 
rénale, avec une augmentation du taux de calcium cytosolique (Chong & Rahimtula., 1992). 
 
1.7.5. Génotoxicité et mutagénicité. 
 
Mutagénicité de l'OTA. 
 
Face à des résultats contradictoires, l’OTA a été longtemps considérée comme non 
génotoxique. En effet, les tests d’Ames, effectués sur différentes souches classiques de 
Salmonella typhimurium sont négatifs (Von Engel & Von Milezewski, 1976 ; Würgler et al., 
1991).  
L’OTA n’induit pas d’inhibition de la croissance chez différentes souches de Bacillus 
subtilis testées (Ueno & Kubota, 1976) et aucune recombinaison mitotique n’est observée 
chez Saccharomyces cerevisiae D3 après un traitement des cultures par l’OTA (Kuczuk et al., 
1978). Néanmoins, une activité mutagène par test d’Ames a été mise en évidence par l’équipe 
de Hennig (Hennig et al., 1991) en faisant métaboliser l’OTA préalablement par des 
hépatocytes de rat. Ces auteurs ont également constaté une induction d’échanges de 
chromatides sœurs dans des lymphocytes humains cultivés dans un milieu contenant de 
l’OTA métabolisée par ces mêmes hépatocytes. De même une activité mutagénique a aussi 
été observée chez les souches TA 1535 , 1538 et 98 exposées à de l’OTA préalablement 
métabolisée par des fractions microsomales de rein de souris en présence de cofacteurs, 
NADP ou d'acide arachidonique (Obrecht-Pflumio et al., 1999). 
Dans les cellules FM3A de carcinome mammaire de souris, l’OTA nécessite une 
activation métabolique pour induire des mutations génétiques (Umeda et al., 1977). Dans des 
cellules de lymphome de souris, de telles mutations ne sont pas observées avec ou sans 
activation métabolique préalable (Bendele et al., 1985a). Par contre, la génotoxicité de l’OTA  
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Figure 4: Comparaison des profils d'adduits à l'ADN typiques de l'OTA détectés dans 
plusieurs espèces animales et dans des tumeurs humaines (d'après Manderville & Pfohl-
Leszkowicz, 2005). 
Rein de souris Rein de rat Rein de porc Rein de poulet 
Rein d'homme 
mort accidentelle 
Tumeur de vessie 
humaine 
Tumeur rénale 
humaine 
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a été démontrée en utilisant d’autres types de cellules de mammifères. Une désorganisation de 
la synthèse d’ADN a été observée dans des hépatocytes de rats ACI et de souris C3H en 
culture (Mori et al., 1984).  
D’autre part, l’OTA provoque une légère augmentation de la réponse au SOS 
chromotest, sans relation dose-effet, ainsi qu’au SOS spot test (Auffray & Boutibonnes, 
1986). Plus récemment, l’étude de l’induction de l’activité de réparation SOS de l’ADN chez 
Escherichia coli PQ37 a montré que 4mM d’OTA induisent une réponse SOS en l’absence 
d’activateur exogène (Malaveille et al., 1991 ; Malaveille et al., 1994). Ces résultats 
confirment ceux obtenus par Vogel et Nivard (1993), qui montrent une recombinaison au 
niveau des chromosomes lors de la mitose chez la drosophile. 
 
Une augmentation faible, mais significative et dépendante de la dose, des échanges 
entre chromatides sœurs a aussi été démontrée après traitement de cellules ovariennes de 
hamster chinois (CHO) par l’OTA (Boorman, 1989). 
Manolova et al. (1990) ont montré la présence d’aberrations chromosomiques sur le 
chromosome X de lymphocytes humains cultivés en présence de 15 nM d’OTA. Ce type 
d’aberration se retrouve chez les patients souffrant de BEN. 
Des cassures simple brin ont été observées au niveau de l’ADN de rein, de foie et de 
souris Balb/c ainsi qu’au niveau de l’ADN de rein et de foie de rats (Creppy et al., 1985; 
Kane et al., 1986a). Ces dommages à l’ADN apparaissent 24 heures après administration de 
l’OTA. Lebrun et Föllmann (2002) ont montré que l’OTA induisait, de manière dose-
dépendante, des cassures simple brin de l’ADN de cellules de rein de chien (MDCK). Cet 
effet est accru lorsque la toxine est incubée en présence de microsomes de foie de rat. Très 
récemment, cet effet a été confirmé par Simarro Doorten et al., (2005) par des études de 
"comet-assay". 
 
Formation d'adduits à l'ADN. 
 
Des adduits à l'ADN ont été détectés, par la méthode de post-marquage au 32P, dans des 
reins de plusieurs animaux traités par l'OTA (figure 4) (pour un article général voir 
Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2005). L’OTA provoque la formation d’adduits à l’ADN 
dans différents organes de souris et de rats (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991 ; 1993b). Cette 
formation est dépendante de la dose. Les adduits varient d’un organe à l’autre et d’une espèce 
à l’autre en fonction des voies de métabolisation (Pfohl-leszkowicz et al., 1993 a et b). Des 
adduits similaires à ceux obtenus dans le rein de souris ont été observés dans des échantillons 
de reins et de vessie d’individus bulgares souffrant de BEN et de cancers des voies urinaires 
(Pfohl-leszkowicz et al., 1993c). Ces adduits ont été également observés chez des patients 
français opérés de cancer du rein et chez lesquels de l’OTA a été retrouvée dans le sang et les 
organes (Azémar et al., 1997 ; 1998 ; Azémar, 2000). Le traitement de souris gestantes par de 
l'OTA a aussi induit la formation d'adduits à l'ADN à la fois chez la mère et chez sa 
progéniture (Petkova-Bocharova et al., 1998).  
La nature des bases modifiées a été étudiée en utilisant des polydeoxynuléotides incubés 
in vitro en présence de microsomes et d'OTA. Des adduits sont formés principalement sur la 
guanine mais aussi sur l'adénine (Azémar, 2000). La prévalence de la formation d'adduit sur la 
guanine a aussi été décrite par Obrecht & Dirheimer (2000, 2001).  
La susceptibilité des animaux vis à vis du développement de tumeurs rénales dépend du 
patrimoine génétique et du sexe des animaux (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998). Il y a une 
corrélation entre les adduits à l’ADN au niveau du rein et les tumeurs rénales (Castegnaro et 
al., 1998).   
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 Tableau 1 : DL50 de l’ochratoxine A chez différentes espèces animales. 
 
 
Animal DL50 (mg/kg de poids) Voie d'administration
Souris Swiss (mâle) 51-68 orale
Souris femelle 22 intrapéritonéale
Rat (mâle-femelle) 28 et 21,4 orale
Rat (mâle-femelle) 12,6 et 14,3 intrapéritonéale
rat (nouveau-né) 3,9 orale
Caille japonaise 16,5 orale
Cobaye  (mâle-femelle) 9,1 et 8,1 orale
Poulet 3,3 orale
Dinde 5,9 orale
Truite arc-en-ciel 4,7 intrapéritonéale
Porc 1 orale
Chien 0,2 orale
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Cependant, ces résultats ont tous été obtenus par la technique de post-marquage de 
l'ADN. Or d'autres auteurs, utilisant des techniques de détection des adduits et des systèmes 
de métabolisation différents, n'ont pas détecté la présence d'adduits à l'ADN suite à une 
exposition à l'OTA (Gautier et al., 2001a; Gross-Steinmeyer et al., 2002 ; Mally et al., 2004). 
Ainsi, au vu des résultats contradictoires obtenus et des nombreuses publications 
indiquant que l'OTA induit la formation d'adduits à l'ADN in vitro et in vivo, il a été conclu 
que l'OTA induit la formation d'adduits à l'ADN mais la nature de "l'entité" liée à l'ADN est 
controversée. La question posée est: est-ce que l'OTA induit des adduits par liaison directe sur 
l'ADN (selon un mécanisme génotoxique) ou par des mécanismes  indirects ou épigénétiques? 
Cette controverse fait l'objet de plusieurs publications (O'Brien & Dietrich, 2005; Turesky, 
2005; Manderville, 2005; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005a). Deux hypothèses 
générales ont été proposées pour expliquer le mécanisme de cancérogenèse de l'OTA. La 
première notion suggère que l'OTA induit un flux d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui 
génèrent un stress oxydatif et des dommages oxydatifs à l'ADN. La seconde notion suggère 
que l'OTA subit une bioactivation aboutissant à la formation d'espèces électrophiles qui 
réagissent directement avec l'ADN générant des adduits à l'ADN covalents. Les deux 
phénomènes peuvent d’ailleurs être complémentaires. 
    
1.8. Effets toxiques. 
 
1.8.1. Toxicité aiguë. 
 
La toxicité de l’OTA varie en fonction de l’espèce, du sexe et de la voie 
d’administration. La DL50 varie de 0,2mg/kg de poids corporel chez le chien à 68 mg/kg chez 
la souris (tableau 1). 
L’OTA a de nombreux effets délétères sur différents types d’organes d’animaux 
domestiques. Le rein est l’organe cible de l’OTA (pour un article général voir Pohland et al., 
1992 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 1999). Cependant, d’autres organes sont aussi 
atteints tels que le foie (Huff et al., 1975) et le tractus gastro-intestinal chez le poulet (Elling 
et al., 1975). 
 
1.8.2. Toxicité subaiguë et chronique.  
 
L’OTA est hépatotoxique, mais nous ne décrirons pas ces effets dans cette introduction 
(pour un article général voir Pfohl-Leszkowicz, 1999 ; JECFA, 2001). 
 
1.8.2.1. Tératogénicité. 
 
L'OTA est tératogène chez l'animal. Elle provoque des anomalies morphologiques 
diverses chez le rat (Brown et al., 1976), la souris (Hayes et al., 1974), le hamster (Hood et 
al., 1975 et 1976), le porc (Shreeve et al., 1977) et les embryons de poulet (Gilani et al., 
1978). 
 
L'administration d'OTA, par voie intrapéritonéale ou orale, à des rattes gestantes 
occasionne une perte de poids des fœtus ainsi qu'une proportion anormale de fœtus présentant 
des hémorragies (Moré & Galtier, 1974 et 1975). Des administrations orales répétées 
induisent, chez les petits, des anomalies des viscères et du squelette (Brown et al., 1976). 
L'administration par voie intrapéritonéale d'une dose unique de 5mg/kg d'OTA à des 
souris gravides conduit à des malformations fœtales, voire à la mort in utero. Les effets les 
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plus fréquents sont une exencéphalie, des anomalies occulaires, des doigts et de la queue 
(Hayes et al., 1974; Wei & Sulik, 1993). L'OTA provoque, aussi, une nécrose des cellules 
cérébrales et une microcéphalie (Singh & Hood, 1985). De même, chez le rat, on observe des 
retards psychomoteurs et des modifications du comportement (Poppe et al., 1983).  
Des anomalies touchant les membres, le cou, les viscères et la taille ont été notées chez 
les embryons de poulet après l'injection d'OTA dans la poche d'air d'œufs fertilisés, à une dose 
réduite de 5µg par œuf (Gilani et al., 1978).   
Il a été démontré que l'OTA administrée à la ratte se retrouve dans les embryons (Moré 
& Galtier, 1978). Elle passe le placenta et s'accumule dans les tissus fœtaux (Ballinger et al., 
1986). L'OTA altère un certain nombre de paramètres associés à la croissance et à la 
différenciation cellulaire embryonnaire chez le rat, en fonction de la dose (Mayura et al., 
1986) et chez la souris ; ce qui démontre l'action directe de cette toxine sur le développement 
embryonnaire. 
 
1.8.2.2. Immunotoxicité. 
 
Lea et al. (1989) ont montré dans une étude in vitro que l’OTA inhibe la prolifération des 
lymphocytes périphériques T et B et abolit la production d’interleukine 2 (IL2) ainsi que de ses 
récepteurs. L’OTA supprime l’activité de cellules tueuses ainsi que la production d’interféron 
(Luster et al., 1987).  
L'OTA administrée à divers animaux provoque des effets variables au niveau de la moëlle 
osseuse et de la réponse immunitaire. Elle peut être à l'origine de lymphopénie, de régression du 
thymus et de suppression de la réponse immunitaire. Le système immunitaire du porc est 
sensible à des doses d'OTA inférieures à 1 mg / kg (une inhibition de 10 % de la réponse 
immunitaire est observée avec 0,06 mg / kg d'OTA) dans les conditions normales d'élevage (Hult 
et al., 1980, 1984). Des doses de 2,5 mg d’OTA / kg de nourriture administrée à des porcs 
diminuent l’activité phagocytaire des macrophages et la production d'IL2 confirmant les études 
de Lea et al. (1989) et d'Harvey et al. (1992). Plus récemment, Stoev et al. (2000) ont montré 
que l'ingestion par des porcs d'une nourriture contaminée par de l'OTA augmente leur 
susceptibilité aux infections naturelles par Salmonella cholerassuis, Serpuline hyodysenteriae ou 
Campylobacter coli. Chez la souris Balb/c, l'OTA en dose unique intrapéritonéale de 5 µg / kg, 
supprime la réponse immunitaire aux érythrocytes. Cet effet peut être prévenu par un traitement 
simultané avec la phénylalanine à une dose deux fois supérieure à celle de l'OTA (Haubeck et 
al., 1987). Il a été montré par Müller et al. (1995) que des souris immunisées contre Pasteurella 
multocida étaient moins résistantes à l’OTA que les souris non-immunisées. Avec de fortes 
doses (20 à 80 mg / kg en intrapéritonéale, 1 jour sur 2 pendant 8 jours) chez les souris Swiss, on 
note un appauvrissement cellulaire important de la moëlle osseuse avec une diminution de la 
masse thymique (de l'ordre de 33 %) et une baisse de la capacité phagocytaire ainsi que 
l'inhibition de la croissance tumorale (Boorman et al., 1984). Une étude récente montre que 
l’exposition de mères gestantes à des faibles doses d'OTA dans la nourriture modifie la 
proportion relative des différents lymphocytes, mais ne diminue pas les fonctions immunitaires 
chez les rejetons (Thuvander et al., 1996). On observe chez les cobayes ayant reçu de l'OTA à 
5,6 mg / kg de poids corporel, une nécrose et des œdèmes des ganglions lymphatiques, de la rate 
et du thymus ainsi qu'une leucopénie (Hagelberg et al., 1989). De même, une 
immunosuppression est observée chez le poulet recevant de la nourriture contaminée par 0,5 à 2 
mg d'OTA / kg pendant 21 jours. Comparés aux témoins, les animaux ont moins de protéines 
sériques, moins de lymphocytes, un thymus et une rate de poids réduit (Singh et al., 1990). 
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1.8.2.3. Néphrotoxicité. 
 
Description de l’effet néphrotoxique. 
 
L’OTA est potentiellement néphrotoxique chez toutes les espèces testées à l’exception 
de ruminants adultes (Ribelin et al., 1978). Des études effectuées au Danemark, en Hongrie, 
en Scandinavie et en Pologne, ont montré que l’OTA pourrait jouer un rôle majeur dans 
l’étiologie de la néphropathie porcine, même si la citrinine est peut-être également impliquée 
(Krogh et al., 1973 ; Krogh et al., 1974). 
Expérimentalement, des porcs exposés chroniquement à 0,2 ppm d’OTA développent 
des néphropathies en quelques mois. Aux doses de 1 à 1,4 ppm d’OTA, une décoloration des 
reins et des nécroses sont apparues après deux semaines d’exposition (Elling, 1983 ; Elling et 
al., 1985). Kane et al. (1986b) ont constaté chez des rats, traités par gavage avec 290 µg 
d’OTA/kg de poids corporel tous les deux jours pendant 8 à 12 semaines, une augmentation 
significative dans l’urine de trois enzymes spécifiques d’une nécrose de la bordure en brosse 
des tubules proximaux (phosphatase alcaline, leucine aminopeptidase et γ-glutamyl 
transférase). Parallèlement, ces enzymes diminuent dans le néphron, confirmant la 
cytotoxicité de l’OTA au niveau des tubules contournés proximaux. 
Dès 1972, Krogh a montré des similitudes entre la néphropathie porcine et la 
Néphropathie Endémique des Balkans (BEN) et propose l’OTA comme l’un des agents qui 
pourrait jouer un rôle dans l’étiologie de cette maladie. La BEN est une néphropathie 
caractérisée par une tubulonéphrite interstitielle avec enzymurie. Son tableau clinique est bien 
stéréotypé (Radonic & Radosevic, 1992 ; Vukelic et al., 1992). L’évolution de la pathologie 
est lente et souvent asymptomatique. A long terme, elle conduit à une atrophie rénale sévère 
voire à des tumeurs du tractus urinaire chez l’homme (Chernozemsky et al., 1977 ; Markovic, 
1985). Des études épidémiologiques mettent en avant le lien entre la présence d’OTA dans la 
nourriture et l’incidence de la BEN (Petkova-Bocharova et al., 1988). Récemment, Pfohl-
Leszkowicz et al., 2002b ont résumé, dans un article de synthèse, les différents facteurs 
pouvant intervenir dans l’étiologie des tumeurs du tractus urinaire associées à la BEN. 
 
Mécanisme de la néphrotoxicité.  
 
Cette néphrotoxicité n’est pas due exclusivement à l’inhibition de la synthèse des 
protéines et de la peroxydation lipidique. L’inhibition par l’OTA des mécanismes de transport 
anionique des membranes basolatérales et de la bordure en brosse des cellules tubulaires, par 
compétition avec les anions organiques pour ces transporteurs est également mise en cause 
(Kane et al., 1986b ; Sokol et al., 1988). De plus, la production d’ATP par les mitochondries, 
nécessaires à ces transporteurs, est inhibée par l’OTA (Wei et al., 1985). Ainsi, l’OTA filtrée 
est réabsorbée dans les tubules proximaux mais s’y accumule, diminuant ainsi son élimination 
dans les urines par le processus sécrétoire et potentialisant ainsi ses effets toxiques (Schwerdt 
et al., 1996). 
 
1.8.2.4. Cancérogénicité. 
 
Dès 1971, Purchase et Van der Watt avaient émis l’hypothèse de la cancérogénicité de 
l’OTA car, dans un groupe de 10 rats Wistar ayant reçu chacun une dose de 300 µg/kg 
d’OTA, 5 jours par semaine pendant 50 semaines, un animal avait développé un cancer rénal. 
Chez des souris ayant reçues une nourriture contaminée par de l’OTA, Kanisawa & Suzuki 
(1975) ont observé non seulement l’apparition de tumeurs rénales, mais également des 
tumeurs hépatiques. Les effets cancérogènes de l’OTA sur des souris ont été vérifiés par 
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l’étude de Bendele et al. (1985b). Deux groupes de souris B6C3F1 (49 mâles et 49 femelles) 
ont été nourris, pendant 24 mois, avec une alimentation contenant 40 µg d’OTA par kg de 
nourriture. Tous les mâles souffraient de néphropathie. De tous les mâles, 14 ont développé 
des carcinomes rénaux et 26 des adénomes rénaux. Peu de femelles souffraient de 
néphropathies et aucune n’avait développé de carcinome ou d’adénome rénal. Cependant, une 
augmentation du nombre de néoplasmes hépatocellulaires a été observée chez les mâles et les 
femelles traités. 
L’étude du programme national de toxicologie américain (NTP) sur des rats F344/N 
mâles et femelles, a permis de confirmer le pouvoir cancérogène de l’OTA (Boorman, 1989). 
Trois doses d’OTA ont été administrées à ces rats par voie orale, 210, 70 et 21 µg d’OTA par 
kg de poids corporel, par jour et pendant deux ans. A la forte dose d’OTA, 72 % des mâles et 
16 % des femelles ont développé des néoplasmes. A la dose de 70µg d’OTA, l’incidence des 
néoplasmes est de 39 % pour les mâles et 4 % pour les femelles. A ces 2 doses, l’OTA 
provoque également des modifications rénales non néoplasiques, comme des hyperplasies, 
des proliférations cellulaires, des altérations cytoplasmiques, des karyomégalies au niveau des 
cellules tubulaires et des dégénérescences de l’épithélium tubulaire. 
Une étude effectuée par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), sur 
deux espèces de rats (Lewis et Dark Agouty), a montré une susceptibilité plus importante des 
rats mâles par rapport aux femelles. La différence est beaucoup plus flagrante dans l’espèce 
Dark Agouty où les mâles développent des tumeurs alors que les femelles sont complètement 
épargnées (Castegnaro et al., 1998b). Des études concernant le patrimoine génétique des rats 
ont permis de mettre en évidence que la différence de susceptibilité était essentiellement liée 
au CYP 2C, qui est de nature différente chez le mâle et la femelle (Pfohl-Leszkowicz et al., 
1998). 
Lors de la dernière évaluation réalisée par le CIRC (IARC 1993), l’OTA a été classée 
dans le groupe 2B : « cancérogène possible pour l’homme ». En effet, les études 
épidémiologiques faites sur les patients bulgares n’ont pas été prises en compte car le groupe 
de travail a estimé qu’il était difficile de séparer les patients atteints de BEN de ceux atteints 
de cancer des voies urinaires, bien qu’il soit démontré que la BEN est associée à une 
augmentation significative du nombre de tumeurs des voies urinaires supérieures et qu’elle 
peut être directement reliée à la consommation de nourriture contaminée par l’OTA dans cette 
région (Bordas et al., 1973 ; Markovic, 1985 ; Chernozemsky et al., 1977 ; Castegnaro et al., 
1987). 
 
1.9. Présence d'OTA dans les aliments/ exposition de l'homme/ 
estimation du risque. 
 
1.9.1. Présence d'OTA dans les aliments.  
 
En 1994, la Commission européenne a créé un groupe de coopération scientifique 
(SCOOP Task 3.2.2) pour rassembler des données sur l’apport d’OTA par le régime 
alimentaire dans l’Union Européenne ; en 1995 un premier document a été publié (European 
Union, 1995). Compte tenu de l'intérêt croissant des autorités publiques à fixer des teneurs 
maximales tolérables pour certains contaminants d’origine naturelle, en particulier les 
aflatoxines et l’OTA, dans les denrées alimentaires et grâce à la disponibilité de données 
rapportées récemment, la commission a décidé (Décision 1999/143/EC) d’établir le rapport 
« Assurance sur l’apport d’ochratoxine A par le régime alimentaire dans l’Union 
Européenne » (European, 2002). Treize Etats Membres ont collaboré à cette enquête qui, de 
nos jours, reste la plus récente et la plus détaillée. Le nombre total de données sur la fréquence 
de la présence de l’OTA, a été de 18 599 (tableau 2). 
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Tableau 2: Données sur la fréquence d’OTA présente dans différents aliments. (D’après 
SCOOP Task 3.2.7, European, 2002). 
 
Ochratoxine A 
µg/Kg Produits alimentaires 
Nombre 
d'échantillons 
Nombre 
d’échantillons 
positifs 
Pourcentage 
d’échantillons 
positifs Moyenne 1a Moyenne 2b
Céréales 
(ensemble) 5180 2825 55 0,294 0,484 
Blé 979 273 28 0,269 0,700 
Maïs 267 35 13 0,165 0,719 
Avoine 164 49 30 0,192 0,465 
Sorgho 34 24 70 0,136 0,120 
Seigle 444 236 53 0,597 1,095 
Orge 142 34 24 0,301 1,061 
Riz 63 4 6 0,217 0,725 
Café vert 1704 620 36 1,620 3,641 
Café torréfiéc 1184 549 46 0,724 1,092 
Bière 496 192 39 0,028 0,032 
Vin 1470 872 59 0,357 0,591 
Cacao et dérivés 547 445 81 0,236 0,277 
Fruits secs 800 582 73 2,298 3,078 
Viande 1860 328 18 0,198 0,830 
Epices 361 188 52 1,150 5,061 
Autresd 4927 2472 50 0,197 0,551 
a Sur la totalité des échantillons. 
b Sur les échantillons positifs  
c  Inclus café soluble et décaféiné 
d  Beurre, haricots secs, jus de raisin, huile d’olive etc… 
 
Pour le calcul de la moyenne arithmétique 1, les participants ont fourni les données selon les 
critères suivants : 
- Lorsque la limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont connues, la 
moyenne est calculée en comptabilisant les échantillons inférieurs à la  LOD selon la 
formule : LOD/2 . 
- Lorsque seulement la LOQ est déterminée, les échantillons inférieurs à cette valeur, 
sont comptabilisés à hauteur de la moitié de la LOQ. 
 
 Une certaine disparité dans la sensibilité des techniques utilisées par chacun des pays 
rend difficile l’interprétation de la distribution des résultats autour de cette moyenne.  
 
L’ensemble de ces résultats confirme la présence de l’OTA dans une grande variété de 
denrées alimentaires telles que les céréales, le café, la bière, le vin ou  la viande. Les teneurs 
rencontrées sont variables et peuvent aller de quelques ng/kg (limite de quantification), à 
plusieurs µg/kg (un échantillon de café vert contenait 200 µg/kg d’OTA). L’OTA a été 
détectée, dans 55 % des échantillons de céréales analysées, à des taux de quelques µg/kg à 33 
µg/kg (Danemark). Le seigle apparaît comme la denrée présentant les teneurs moyennes en 
OTA les plus élevées avec 53 % d’échantillons positifs. Le cacao s’est avéré comme la denrée 
la plus fréquemment contaminée (81 %), mais avec des teneurs relativement faibles en OTA 
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(moyenne 2 = 0,277 µg/kg dans le tableau 2). La présence d’OTA dans la viande souligne la 
possibilité de contamination indirecte de l’homme par cette toxine. D’autres études ont 
montré la présence de ce type de contamination. Ainsi, Jørgensen, 1998, rapporte la présence 
d’OTA dans les muscles de porc et de volaille ainsi que dans les abats. De même, l’OTA a été 
mise en évidence dans le sang et les tissus d’animaux d’élevage où elle s’accumule aux 
niveaux rénal et hépatique (Hult et al., 1980, 1984 ; Gareis, 1996). 
 
En Europe, la part respective estimée de chacune de ces denrées dans l’exposition de 
l’homme à l’OTA a été analysée à partir des résultats obtenus pour chacun des pays (figure 
5). Les céréales constituent la source principale de la consommation d’OTA. Le vin et le café 
constituent une source non négligeable d’apport d’OTA avec 13 et 10 % respectivement. 
Cette étude reste un bon indicateur, même si les données utilisées pour calculer la part 
respective de chacune des denrées dans l’apport d’OTA sont assez hétérogènes, puisque, dans 
certains cas, toute la population a été prise en compte et dans d’autres cas, seulement des 
groupes spécifiques. En outre, aucun pays n’a fourni des données sur l’ensemble des denrées 
alimentaires.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Contribution de chaque denrée alimentaire dans l’exposition moyenne de la 
population européenne à l’OTA (d’après SCOOP Task 3.2.7, European 2002). 
 
En France, le conseil supérieur d’hygiène publique (CSHPF) a réalisé, à partir 
d’analyses faites par l’observatoire des consommations alimentaires, une évaluation de la part 
respective de huit produits alimentaires dans la consommation moyenne de l’OTA par 
l’ensemble de la population française (figure 6). Il apparaît que 73 % des apports en OTA 
sont dus au blé, 21% au maïs, 2% au riz, 3% à la charcuterie, 1% à la viande de porc. Le 
boudin noir ne représente que 0,1% des apports tandis que les abats de porc et le foie de 
volaille ne contribuent pas aux apports en OTA. La contribution relative du maïs à 
l’exposition à l’ochratoxine A est plus forte pour les enfants que pour les adultes avec 31 % et 
13% respectivement (Verger et al., 1999).  
 
 
 
 
 
 
céréales vin café épices bièreautres cacao fruits secs viande
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Figure 6 : Part des différents aliments (%) dans la consommation moyenne d’OTA dans 
l’ensemble de la population (d’après Verger, 1999). 
Très récemment, une étude de l'alimentation totale (TDS pour Total Diet Study) a été 
réalisée au niveau de la population française (Leblanc et al., 2004). Cette étude représente une 
des méthodes mises en œuvre par de nombreux pays pour évaluer le risque lié à la présence 
de cette toxine dans l'alimentation. Cette méthode présente l'avantage d'obtenir des données 
d'exposition plus fines dans la mesure où ici les aliments sont analysés "tels que consommés" 
par le consommateur, alors que l'approche du système français actuel s'appuie sur le 
croisement, d'une part, de données de contaminations brutes issues des plans de surveillance 
de l'administration et, d'autre part, sur les données de consommations individuelles 
alimentaires nationales. L'étude a consisté à réaliser des "repas dupliqués" représentatifs de la 
population française et de ses habitudes de consommation.  
Les résultats de cette étude indiquent que les aliments contribuant le plus à l'exposition 
sont représentés à hauteur de 70% par les céréales et les produits céréaliers. La proportion 
d'individus dont l'apport théorique dépasse la dose journalière tolérable de 14,3 ng/kg p.c./j 
établie par le JEFCA ou de 5 ng/kg p.c./j établie par le SCF est respectivement comprise entre 
0 et 0,9% pour les adultes de 15 ans et plus, entre 0 et 25% pour les enfants de 3 à 14 ans et 
entre 0 et 15% pour la population végétarienne. 
 
 
1.9.2. Exposition de l'homme. 
 
Une autre manière d’évaluer l’exposition de l’homme à l’OTA est d’analyser sa 
présence dans les fluides biologiques. Six pays (Allemagne, Italie, Norvège, Espagne, 
Angleterre et Suède) ont fourni des analyses de la teneur en OTA dans le sang pour le rapport 
européen (Task 3.2.7, European 2002). Sur un ensemble de 2712 échantillons de sang, 2419 
contenaient des traces d’OTA, 96 avaient des taux allant de 1 à 1,9 ng/ml , 47 étaient compris 
entre 2 et 5 ng/ml d’OTA, et un seul atteignait le taux de 5,58 ng/ml. 
 
Les premières études d’analyse des teneurs sériques en OTA, ont été réalisées dans la 
région des Balkans (Hult et al., 1982 ; Petkova-Bocharova et al., 1988), car il a été supposé 
que l’OTA était l’un des principaux agents responsables de la Néphropathie Endémique des 
Balkans (BEN) et du cancer du tractus urinaire qui lui est associé (pour une revue, voir Pfohl-
Leszkowicz et al., 2002b). Différentes études ont suggéré une corrélation entre l’exposition à 
Riz
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l’OTA et l’incidence de cette maladie (Petkova-Bocharova et al., 1991a ; Nikolov et al., 
1996). Très récemment, il a été confirmé que les populations des régions balkaniques sont 
nettement plus exposées à l’OTA que les autres populations (Vrabcheva et al., 2004 ; 
Petkova-Bocharova et al., 2003a ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2005c, Castegnaro et al, Mol. 
Nutr. Food Res., sous presse).  
 
Au Danemark, sur 144 échantillons de sérum collectés, 54,2 % ont des teneurs en OTA 
allant de 0,1 à 13,2 ng/ml (Hald, 1991). En Pologne, parmi 1065 échantillons sanguins 
analysés, 7 % présentaient des teneurs en OTA supérieures à 1 ng/ml (Golinski et al., 1991). 
En France, les teneurs sériques en OTA ont été mesurées dans deux types de population 
(rurale et citadine) de trois régions : Aquitaine, Alsace, et la région Rhône-Alpes (Creppy et 
al., 1993). Ces trois régions ont été choisies car elles ont des habitudes alimentaires très 
différentes : l’Alsace pour sa similarité avec l’Allemagne, la région Aquitaine grande 
consommatrice de canard et de maïs, la région Lyonnaise comme région "standard". La limite 
de quantification pour cette étude est de 0,1 ng/ml. Le pourcentage d’échantillons supérieurs à 
2 ng/ml est plus élevé chez les ruraux que chez les citadins (3% en Alsace ; 10 % en 
Aquitaine et 0,5 % en Rhône-Alpes). Dans cette étude, il est apparu lors de l’analyse des 
échantillons de la région Lyonnaise une stratification nette. Ainsi, les ruraux étaient plus 
contaminés en OTA que les citadins, une valeur intermédiaire était mesurée pour les citadins 
vivant en zone rurale. A l’exception d’une valeur extrême en région Aquitaine, la moyenne de 
contamination était plus élevée en Alsace où les habitants ont l’habitude de consommer 
beaucoup de pain, de charcuterie et de bière, sources d’apport en OTA. 
 
1.9.3. Estimation du risque. 
 
Au niveau international, certaines évaluations toxicologiques effectuées dans le cadre 
du comité mixte FAO/OMS d’experts des additifs alimentaires ont porté sur l’ochratoxine A 
(JECFA, Joint Expert Commitee on Food Additives). 
En 1995, le programme Mixte FAO/OMS du Comité du Codex sur les additifs 
alimentaires et les contaminants (JECFA) a fixé une dose hebdomadaire tolérable provisoire 
(DHTP) de l’OTA à 100 ng.kg-1 de poids corporel ce qui correspond approximativement à 14 
ng.kg-1 de poids corporel par jour. Les doses tolérables ont été exprimées en dose / semaine 
car l’OTA est une toxine qui s’accumule dans l’organisme. 
Un groupe d’experts en toxicologie des produits alimentaires des pays nordiques a fait 
une évaluation et a proposé une dose maximale tolérable par jour de 5 ng.kg-1 de poids 
corporel, similaire aux DJTP proposées par les autorités canadiennes de 1,2 - 5,7 ng.kg-1 de 
poids corporel. De telles doses ont été proposées, en 1999, par le conseil supérieur d’hygiène 
publique de France (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Le Comité scientifique pour les aliments (SCF) de la Commission européenne a 
réexaminé sa position et a conclu qu’il serait prudent de réduire dans toute la mesure du 
possible l’exposition à l’OTA, en s'assurant qu’elle se situe dans la partie basse de la 
fourchette des doses journalières tolérables de 1,2 à 14 ng.kg-1 de poids corporel qui ont été 
estimées par d’autres organismes, et qu’elle soit par exemple inférieure à 5 ng.kg-1 de poids 
corporel (FAO, 2001).  
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Tableau 3 : Principales réactions de biotransformation. 
 
 
 
  
 
Réactions Enzymes Localisation Substrat 
Réactions de phase I 
Oxydations 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Réductions 
 
 
 
 
 
Hydrolyses 
 
Peptidases 
 
Alcool déshydrogénases 
 
Aldéhyde déshydrogénases 
 
Monoamines oxydases 
 
Flavine monooxygénases 
 
Cytochrome P450 
 
 
Cytochrome P450 
 
Carbonyl réductases 
 
Alcool déshydrogénases 
 
Estérases 
 
 
Cytosol 
 
Cytosol 
 
Mitochondrie 
 
Microsomes 
 
Microsomes 
 
 
Microsomes 
 
 
 
Cytosol 
 
Cytosol 
Microsomes, mitochondrie 
Microsomes 
 
Alcools 
 
Aldéhydes 
 
Amines 
 
Amines tertiaires 
 
 
 
 
 
 
Aldéhydes, cétones 
 
Aldéhydes, cétones 
 
Esters 
 
 
 
Réactions de phase II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Epoxyde hydrolase 
 
UDP-Glucuronyl-transférase 
 
 
 
Glutathion-S-transférases 
 
Sulfotransférases 
 
 
O-,N-,S-méthyl-transférases 
 
N-acétyl-transférases 
 
Aminoacyl-transférases 
Microsomes, cytosol 
 
Microsomes 
 
 
 
Microsomes 
 
Cytosol 
 
 
Cytosol, microsomes 
 
Cytosol 
 
Microsomes 
Epoxydes 
 
Phénols, thiols, 
amines, acides 
carboxyliques 
 
Electrophiles 
 
Phénols, thiols, 
amines 
 
Phénols, amines   
   
Amines 
 
Acides 
carboxyliques 
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2. Métabolisation des xénobiotiques.  
 
2.1. Généralités. 
 
De part notre environnement, nous sommes amenés à être exposés quotidiennement, 
directement ou indirectement à des substances exogènes d'origines diverses, rassemblées sous 
le terme de xénobiotiques. Ces composés regroupent des produits naturels, des médicaments 
et des polluants de l'environnement: toxines végétales et animales, dérivés des combustibles 
domestiques et industriels, solvants, colorants, additifs alimentaires, pesticides, herbicides, 
etc…  
Généralement hydrophobes, ces molécules ont pour tendance naturelle de s'accumuler 
dans les phases lipidiques des membranes cellulaires. Elles entraîneraient ainsi une mort 
inéluctable des organismes si ceux-ci ne s'étaient dotés, au cours de l'évolution, de systèmes 
enzymatiques permettant leur élimination. 
Le processus de détoxication se déroule selon trois phases regroupant différents 
enzymes de biotransformation (phases I et II) présentés dans le tableau 3, et des transporteurs 
(phase III). 
Les réactions de phase I, dites de fonctionnalisation, permettent l'introduction d'une 
fonction chimique nouvelle (-OH, NH2, COOH) rendant la molécule plus polaire. Le plus 
souvent ces réactions sont des réactions d'oxydation, mais elles comportent également des 
réactions d'hydrolyse, de réduction et de déhalogénation. Cette étape est essentiellement 
catalysée par les mono-oxygénases à cytochromes P450 mais aussi par les peroxydases et par 
la quinone réductase. 
Les réactions de phase II, dites de conjugaison, permettent l'ajout d'un radical 
hydrophile et sont réalisées soit directement sur le xénobiotique inchangé, soit sur les 
métabolites "fonctionnalisés" générés par la phase I. Ces réactions de conjugaison augmentent 
l'hydrophilie de la molécule, facilitent son transport et activent son élimination par voies 
rénale et biliaire. Les radicaux hydrophiles conjugués sont des petites molécules endogènes 
polaires telles que le glutathion, l'acide glucuronique, le sulfate, les groupements méthyle, 
acétyle, glycocolle et autres acides aminés. Ces réactions de conjugaison sont catalysées par 
différentes transférases et notamment par les glutathion-S-transférases (GST) et les UDP-
glucuronosyl transférases.   
Les enzymes de phase III permettent l'élimination des conjugués hydrophiles. Ce sont 
essentiellement des glycoprotéines membranaires permettant le transport actif des 
xénobiotiques et des conjugués de la phase II hors de la cellule (Silverman 1999). Ils 
participent à l'excrétion de ces molécules hors de l'organisme par les voies biliaires (Stieger & 
Meier, 1998) et urinaires. 
Généralement, le produit de biotransformation, appelé métabolite, est un composé 
biologiquement inactif dont l'excrétion est favorisée au niveau rénal ou biliaire. En ce sens, la 
biotransformation est un processus de détoxication.  
Toutefois, le métabolisme des xénobiotiques ne conduit pas toujours à la détoxication 
de ces composés. Dans certains cas, le produit oxydé ou réduit peut manifester une très forte 
réactivité par attaque électrophile sur les macromolécules cellulaires nucléophiles 
environnantes (protéines, acides nucléiques). Ainsi la formation d'adduits sur l'ADN peut 
entraîner l'apparition de mutations ponctuelles et initier des processus de cancérogenèse. La 
formation d'adduits aux protéines peut entraîner une nécrose tissulaire et des phénomènes 
d'allergies (Dansette et al., 1998). Le schéma général de la biotransformation des 
xénobiotiques est présenté sur la figure 7.  
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Figure 7 : Schéma général de la biotransformation des xénobiotiques (sources diverses). 
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2.2. Les mono-oxygénases à cytochrome P450. 
 
2.2.1. Localisation et distribution. 
 
Les mono-oxygénases à cytochromes P450 (CYP), appelées aussi oxydases à fonctions 
multiples (MFO), sont des complexes multi-enzymatiques localisés essentiellement dans le 
réticulum endoplasmique et les membranes mitochondriales et dont le site actif est orienté du 
côté du cytoplasme (Anandatheerthavarada et al., 1997) . 
Elles sont retrouvées essentiellement au niveau hépatique, mais également en quantité 
non négligeable dans les reins (zone corticale), les poumons, l’intestin, la peau, le cerveau, la 
vessie, les glandes surrénales…(De Waziers et al., 1990 ; Trédaniel et al., 1995 ; Hukkanen, 
2000). Leur expression peut être constitutive ou inductible. Le profil d’expression des 
isoenzymes de CYP varie entre les espèces, d’un individu à l’autre, sous l’effet de facteurs 
environnementaux et/ou génétiques (Hietanen et al., 1997). Il existe aussi une distribution 
différente des cytochromes P450 entre les organes pour une même espèce (Mugford & 
Kedderis, 1998). 
 
2.2.2. Structure. 
 
Les composants du système MFO sont au nombre de 5 :  
 
- le cytochrome P450 : 
C’est une hémoprotéine possédant, au niveau du site catalytique, un noyau 
protoporphyrine à atome de fer central, et une protéine (apoprotéine) qui l’isole du milieu 
aqueux extérieur en lui ménageant une cavité hydrophobe. 
 
- la NADPH-cytochrome c (P450) réductase :  
C’est une flavoprotéine. Elle possède une partie hydrophobe qui la lie à la membrane du 
réticulum endoplasmique. Elle fait partie intégrante du système monooxygénasique mais, 
dans certaines conditions, elle peut elle-même catalyser la réduction de certains xénobiotiques 
au niveau du foie. 
 
- le cytochrome b5 :  
Il contribue au transfert d’électron à partir de NADPH et de NADH. C’est une protéine 
héminique ayant sa partie N terminale hydrophobe. 
 
- la NADH-cytochrome b5 réductase :  
C’est une flavoprotéine à partie terminale hydrophobe. Cette enzyme ne semble pas être 
indispensable au fonctionnement de tous les cytochromes P450.  
 
- la phosphatidyl choline :  
Ce phosphoglycéride agit comme transporteur d’électrons du cofacteur (NADPH) au 
complexe cytochrome P450-substrat et facilite l’interaction d’un substrat liposoluble à 
l’hémoprotéine. 
 
2.2.3. Multiplicité et nomenclature des différentes formes de cytochrome à P450. 
 
La grande diversité des substrats pouvant être métabolisés par les CYP et la spécificité 
des inductions obtenues avec certains agents sur leur activité catalytique indiquent que les 
protéines P450 constituent une famille multigénique. Plus de 500 cytochromes P450 sont 
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Figure 8 : Exemples de réactions catalysées par les CYP (Vermeulen, 1996). 
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identifiés et caractérisés, et 481 gènes ont été décrits chez les organismes vivants. Chez le rat, 
on en dénombre 40 (Mugford & Kedderis, 1988). Chez l'homme, on dénombre actuellement 
17 familles de cytochromes P450, 49 gènes et 15 pseudo-gènes. 
 
Les CYP, ayant un pourcentage d’homologie de leur séquence d’acides aminés 
supérieur ou égal à 50 %, sont regroupés en familles. Les CYP, d’une même famille et ayant 
un pourcentage d’homologie de leur séquence supérieur à 59 %, sont regroupés en sous 
familles, elles-même subdivisées en isoformes. Le préfixe CYP signifie cytochrome P450 ; le 
premier chiffre arabe suivant renvoie à la famille, la lettre intermédiaire à la sous-famille et le 
dernier chiffre arabe à l’isoforme. 
Ces CYPs métabolisent des substrats endogènes comme les stéroïdes et les acides gras 
et de très nombreux xénobiotiques.  
 
2.2.4. Implication dans la métabolisation des xénobiotiques. 
 
En présence de substrat exogène, les CYP catalysent un très grand nombre de 
biotransformations (figure 8), qui se distinguent principalement par l'activité biologique 
éventuelle du produit obtenu. Dans la plupart des cas, ce dernier en est fort heureusement 
dépourvu, et sa formation permet de faciliter l'élimination du composé initial par l'ajout de 
groupements polaires. Une étape de conjugaison vient éventuellement parachever ce 
mécanisme de détoxication, initié par le CYP. 
Les CYPs, majoritairement impliqués dans la métabolisation des xénobiotiques au 
niveau du foie, font partie des classes 1, 2 et 3. La famille 4 est peu impliquée dans la 
métabolisation de substances étrangères à l’organisme. Elle joue, par contre, un rôle dans 
l’hydroxylation des acides gras et de leurs dérivés, notamment des prostaglandines.  
Certains CYPs sont impliqués dans l’activation de xénobiotiques en pro-cancérogènes 
potentiels et sont listés dans le tableau 4.  
 
Tableau 4: Cytochromes P 450 impliqués dans l’activation de certains cancérogènes 
potentiels. (d’après Shimada & Fujii-Kuriyama, 2004 ; Guengerich, 1990, 1992 et 2003 ; 
Guengerich & Shimada, 1991 ; Miles & Wolf, 1991) HAP : hydrocarbures polycycliques 
aromatiques. 
 
CYP 1A1 CYP 1A2 CYP 1B1 CYP 2E1 CYP3A4 
Benzo [a] pyrène 
HAP 
Dioxine 
 
 
Amines hétérocycliques 
4-aminobiphényle 
2-naphtylamine 
2-aminofluorène 
2-acetylaminofluorène 
Aflatoxine B1 
HAP 
Hydrocarbures 
hétérocycliques 
 
 
Benzène 
Styrène 
Acrylonitrile 
Carbamate de vinyle 
Nitrosodiméthylamine 
Ethanol 
Aflatoxine B1 
Aflatoxine G1 
Stérigmatocystine 
1-nitropyrène 
6-aminochrysène 
 
 
Dans la plupart des cas, des intermédiaires électrophiles apparaissent et peuvent former 
des adduits covalents aux bases de l’ADN. 
 
Un xénobiotique présente souvent la propriété d’induire les enzymes qui permettent son 
métabolisme. La complexité des phénomènes d’induction des enzymes du métabolisme fait 
qu’il existe un équilibre entre l’activation métabolique et la détoxication du xénobiotique. 
Cela détermine le degré de la réponse toxique, notamment génotoxique. Ainsi, les CYP3A4, 
et 1A2 métabolisent l’Aflatoxine B1 en composé procarcinogène (Aoyama et al., 1990). Par 
contre, la cancérogenèse hépatique de l’aflatoxine B1 chez la truite arc-en-ciel, peut être 
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Figure 9: Biosynthèse des eicosanoïdes et points d’impact des anti-inflammatoires non 
stéroïdiens (AINS) et des glucocorticoïdes (d’après Terlain et al., 1995). 
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inhibée par la β-Naphtoflavone, inducteur du CYP1A (Takahashi et al., 1996). Des études 
montrent que l’OTA induit divers CYP en culture cellulaire (Molinié, 2004) ainsi que dans les 
organes d’animaux (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998 ; Petkova-Bocharova et al., 2003b ; 
Molinié, 2004). 
 
2.3. Les peroxydases. 
 
2.3.1. Localisation et fonctions. 
 
La prostaglandine H synthétase (PGHS) aussi appelée cyclooxygénase (COX) et les  5-, 
12- et 15- lipoxygénases (LIPOX) sont les principaux enzymes impliqués dans la cascade de 
l’acide arachidonique (AA) et sont largement retrouvés dans les tissus de mammifères (pour 
un article général voir Smith & Fitzpatick, 1996). Les prostaglandines participent dans 
l'organisme à de nombreuses fonctions telles que la réponse immunitaire et inflammatoire 
ainsi que la coagulation sanguine. Trois types d'acides gras sont substrats des peroxydases et à 
l'origine des protaglandines: l'AA, l'acide dihomolinolénique appelé aussi eicosatriénoïque et 
l'acide eicosapenténoïque, qui est présent dans l'huile de poisson, peuvent également être à 
l'origine de certaines prostaglandines. 
 
Il existe deux isoformes de la COX :  
- la COX 1 (ou PGHS-1) est exprimée constitutivement dans la plupart des tissus où elle 
participe au maintien de l’homéostasie cellulaire (Garavito & DeWitt, 1999).  
- la COX2 (ou PGHS-2) n’est exprimée constitutivement que dans quelques tissus, 
notamment le cerveau, la prostate, la moëlle épinière (Simmons et al., 1991), les reins 
(Harris et al., 1994) et certains tissus pathologiques comme les cellules cancéreuses du 
colon (Breder et al., 1995). La COX2 est inductible dans la plupart des tissus stimulés 
par les facteurs de croissance (comme le TGFβ), les lipopolysaccharides, les hormones 
et des cytokines (Otto & Smith., 1995 ; De Leval et al., 2000). La surexpression de la 
COX2 semble être impliquée dans la formation de certains cancers comme celui du 
colon (Prescott & Fitzpatrick, 2000) ou des voies urinaires (Williams et al., 1999 ; 
Khan et al., 2000 ; Majima et al., 2003). L’implication des COX2 dans le processus de 
cancérogenèse se ferait soit en réprimant la voie de l’apoptose conduisant à la mort 
cellulaire soit en participant, au travers de la production de prostaglandines, à la 
croissance et à la différenciation cellulaire (pour un article général voir Prescott & 
Fitzpatrick, 2000). 
 
Les lipoxygénases possèdent différentes fonctions dans trois voies distinctes que sont 
les voies de transduction du signal (via les leucotriènes, et les HETE), les réactions de 
peroxydation et la mobilisation de lipides (Brash, 1999). 
 
Les prostaglandines et les leucotriènes, respectivement issus de la métabolisation de 
l’AA par la PGHS et les LIPOX, interviennent dans de nombreux processus physiologiques 
inflammatoires (Smith & Fitzpatrick, 1996). Leur schéma de biosynthèse est présenté dans la 
figure 9. 
L’AA est tout d’abord libéré des phospholipides par l’action de la phopholipase A2 
(PLA2). Ensuite, sa transformation en prostaglandines G2 puis H2 (PGG2 et PGH2) est 
catalysée par les fonctions dioxygénasiques (ou cyclooxygénasiques) et hydroperoxydasiques 
de la PGHS. La métabolisation ultérieure de la PGH2 par d’autres enzymes conduit à la 
formation de métabolites actifs tels que le thromboxane A2, la prostacycline, et les 
prostaglandines primaires (PGD2, PGE2, PGF2 α).  
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Figure 10 : Conjugaison au glutathion de commposés électrophiles (xénobiotiques, ...) et 
biosynthèse d’acide mercapturique. 
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La voie des LIPOX conduit principalement à la biosynthèse des acides 
hydroperoxyeicosatétranoïques (HPETs), des acides hydroxyeicosatétraénoïques (HETEs), et 
des leucotriènes. Une troisième voie, celle des époxygénases, catalysée par des cytochromes 
P450 (dont le CYP2C) conduit à la formation des acides époxyeicostiénoïques (EETs).  
 
2.3.2. Implication dans la métabolisation des xénobiotiques. 
 
Certains xénobiotiques peuvent être oxydés in vitro par la cyclooxygénase en présence 
d'AA, de peroxydes d’hydrogène ou de peroxydes lipidiques. La COX sert d’enzyme 
d’activation métabolique en complément ou en remplacement des mono-oxygénases à 
cytochromes P450 dans des réactions de bioactivation in vivo, surtout dans les tissus où 
l’activité de ces mono-oxygénases à fonction mixte est faible (Degen, 1993). 
Un certain nombre de composés chimiques peuvent être oxydés soit directement par la 
peroxydase de la COX, soit par des radicaux peroxyles générés lors de la réaction de cet 
enzyme. L’oxydation de certains hydrocarbures polyaromatiques par des radicaux peroxyles a 
été mis en avant (Reed & Marnett, 1982). 
La bioactivation de xénobiotiques liée à l’activité peroxydase de la COX représente les 
cas les plus importants. Plusieurs amines aromatiques ou phénols tels que la benzidine, le 2-
aminofluorène, les nitrofuranes (Rice et al., 1985), le paracétamol (Potter & Hinson, 1987), 
les oestrogènes stéroïdiens (Degen et al., 1982) et l’hydroquinone (métabolite du benzène) 
(Schlosser et al., 1990) sont oxydés in vitro par la peroxydase. Ces molécules en servant de 
co-substrats réducteurs pour la réduction des PGG2 en PGH2, sont co-oxydées par la COX en 
métabolites qui peuvent réagir avec des protéines et des acides nucléiques (figure 9). 
Les LIPOX possèdent, elles-aussi, une activité peroxydasique qu’elles exercent sur les 
HPETEs. Ainsi, dans des cellules mammaires de rats, par un mécanisme équivalent à celui 
évoqué pour les peroxydases, l’activité péroxydasique de la 12-lipoxygénase active, par une 
co-oxydation, le cancérogène N-hydroxy-2-acetylaminofluorène en deux cancérogènes 
beaucoup plus puissants : le 2-nitrosofluorène et le N-acétoxy-2acétylaminofluorène, via une 
forme radicalaire nitroxyle (Wong et al., 1982). Liu et Massey (1992) ont également prouvé 
que la mycotoxine cancérogène aflatoxine B1 était activée en aflatoxine B1-8,9-époxyde, non 
seulement par la COX, mais aussi par les LIPOX de poumons et de reins de cochons d’Inde. 
Ces travaux ont été confirmés par des études d’activation in vitro (Datta & Kulkami, 1994). 
Les LIPOX peuvent utiliser le glutathion réduit (GSH) comme substrat pour leur activité co-
oxydase et génèrent la formation de conjugués au glutathion avec des xénobiotiques (Kulkarni 
& Sajan, 1999). 
Récemment dans notre laboratoire, nous avons montré l’implication de ces deux types 
d’enzymes dans la formation d'adduits à l'ADN liés à une exposition à l’OTA (Pinelli et al., 
1999 ; Azémar, 2000 ; El Adlouni et al., 2000). 
 
2.4. Les glutathion-S-transférases. 
 
2.4.1. Localisation.  
 
Les Glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille enzymatique de phase II. 
Il existe au moins 20 isoenzymes de GST cytosoliques chez l’homme classées en 5 familles : 
GST de classe alpha, mu, pi, sigma, et theta (Miller et al., 1997). Il existe deux types de GST 
membranaires: les GST microsomales et les leucotriènes C4 synthases (LTC4S) (Otieno et al., 
1997). 
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2.4.2. Fonctions et implications dans le métabolisme des xénobiotiques. 
 
Les GST possèdent principalement deux activités détoxifiantes (Hayes & Pulford, 1995): 
- Conjuguer des composés électrophiles endogènes et exogènes avec le glutathion réduit 
par formation d’un pont thioether. Les produits peuvent être excrétés dans la bile ou 
transportés dans le rein où ils sont ensuite métabolisés en acide mercapturique (figure 
16), puis excrétés dans l’urine. 
- Protéger la cellule par leur activité peroxydasique, qui consiste à réduire les peroxydes 
organiques en composés moins réactifs (Ketterer et al., 1990). 
Elles métabolisent, entre autres, des cancérogènes, des polluants environnementaux, des 
médicaments chimiothérapeutiques, des produits provenant du stress oxydatif (Hayes & 
Pulford, 1995) et des substances endogènes comme le leucotriène A4 et la prostaglandine H2. 
  
La conjugaison au glutathion est un processus détoxifiant, mais dans certains cas la 
conjugaison au glutathion augmente la toxicité des xénobiotiques. Des procarcinogènes 
peuvent être activés par cette voie (Seidegärd & Ekström, 1997 ; Monks et al., 1990). 
Quatre mécanismes sont à l’origine de cette toxification, entraînant la formation de : 
- Dérivés conjugués au glutathion d’alcanes halogénés, de thiocyanates et de 
nitrosoguanidine, 
- Dérivés d’alcane dihalogénés qui forment des ions épisulfonium électrophiles, 
- Dérivés d’alcènes halogénés qui sont dégradés en métabolites toxiques par la béta 
lyase dans le rein, 
- Dérivés de quinones, quinone-imines ou isothiocyanates qui sont dégradés en 
métabolites toxiques par la gamma glutamyltranspeptidase dans le rein.  
 
Il est important de noter que ces voies peuvent être très importantes dans la métabolisation 
de l’OTA qui est une molécule chlorée. 
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Tableau 5 : Classification des composés chimiques selon leur activité carcinogénique.  
(d'après Williams, 2001) 
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3. Cancérogenèse et adduits à l'ADN. 
 
3.1. Notions générales de cancérogenèse. 
 
3.1.1. Les types de cancérogènes. 
 
Bien que des associations épidémiologiques aient été observées entre certains composés 
chimiques et la cancérogenèse humaine dès le 18ème siècle, l'étude des interactions de ces 
composés avec les constituants cellulaires n'a démarré qu'en 1947, quand Miller & Miller ont 
montré la liaison de ces agents aux protéines. Plus tard, ils présumaient que tous les 
cancérogènes agissaient par des mécanismes similaires, opérant comme des électrophiles 
(Miller & Miller, 1979) pour produire des mutations (Ames et al., 1973). Weisburger & 
Williams (1981) introduisent une distinction entre les cancérogènes réactifs à l'ADN 
(génotoxiques) et les cancérogènes épigénétiques (non génotoxiques). Ces concepts se sont 
développés et les cancérogènes peuvent être classés selon leur mécanistique (pour un article 
général voir Williams, 2001). Sur le tableau 5 sont présentés plusieurs composés chimiques 
en fonction de leur activité carcinogénique. 
 
3.1.1.1. Les cancérogènes génotoxiques. 
 
Les cancérogènes génotoxiques agissent sur les cellules des tissus cibles de leur 
cancérogénicité pour former des adduits à l'ADN qui seront la base de la séquence menant à la 
cellule cancéreuse. Les cancérogènes réactifs à l'ADN ont dans leur structure des groupes 
électrophiles réactifs ou peuvent être bioactivés en réactifs électrophiles. La plupart des 
cancérogènes chimiques ne sont actifs qu'après leur métabolisation in vivo en dérivés 
électrophiles susceptibles de se lier aux acide nucléiques (Miller, 1970 ; Miller & Miller, 
1981). Parmi les classes importantes de cancérogènes chimiques génotoxiques se trouvent les 
hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP), les nitrosamines, les amines aromatiques, 
l'aflatoxine B1,… Certains, comme les nitrosamines et les agents alkylants (chlorure de 
diméthylcarbamyle, N-acétyl imidazole…), ne nécessitent pas d'activation enzymatique, ils 
sont directement réactifs. 
 Bien que ces cancérogènes aient une action directe sur l'ADN, des mécanismes 
épigénétiques peuvent avoir lieu. En effet, une exposition, à long terme, à de faibles doses de 
cancérogènes génotoxiques contribue à des altérations non génotoxiques qui ont un effet 
promoteur sur les clones cellulaires transformés in vivo (Luch, 2005). 
 
3.1.1.2. Les cancérogènes épigénétiques. 
 
Les cancérogènes épigénétiques manquent de réactivité chimique et ne forment pas 
d'adduits à l'ADN car ils n'ont pas les structures moléculaires requises pour former des 
électrophiles. Ces cancérogènes agissent soit en menant indirectement à la transformation 
néoplasique des cellules, soit en augmentant le développement des tumeurs. Les agents 
épigénétiques peuvent affecter la transformation par différents mécanismes:  
 -  1) en augmentant les espèces intracellulaires réactives comme les espèces 
réactives de l'oxygène (ROS) (Kawanishi et al., 2002), l'oxyde d'azote et les produits de la 
lipo-peroxydation qui ont le potentiel de modifier l'ADN (Williams & Jeffrey, 2000),  
 -   2) en interférant avec le processus de réparation de l'ADN ou avec le contrôle 
du cycle cellulaire (Hartwig & Schwerdtle, 2002; McMurray & Tainer, 2003 ; Hughes, 2002),  
 -   3) par méthylation de l'ADN ou acétylation des histones (Bombail et al., 2004). 
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Figure 11: Vue générale des différents modes d'action des cancérogènes chimiques. 
(d’après Luch, 2005) 
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Parmi les cancérogènes épigénétiques, on trouve principalement des pesticides de 
synthèse, des additifs alimentaires et des médicaments. 
 
La figure 11 présente une vue générale des effets génotoxiques et épigénétiques des 
cancérogènes.  
 
3.1.2. Les étapes de la cancérogenèse. 
 
Parmi les phénomènes provoquant l’apparition du cancer, l’intervention de substances 
chimiques exogènes tient une place importante. Toutefois, la prédisposition génétique 
manifestée au niveau individuel pour certains cancers suggère l’importance des facteurs 
héréditaires. Le cancer résulte donc d’une interaction complexe entre des facteurs exogènes de 
nature environnementale et des facteurs endogènes, génétiques ou acquis. 
Le processus de la cancérogenèse est caractérisé par quatre phases successives : 
l’initiation, la promotion, la progression et l’invasion (figure 12). 
 
L’initiation.  
 
La séquence initiale des événements de la cancérogenèse, appelée initiation (Berenblum 
& Shubik, 1947), consiste à transformer une cellule normale en cellule "initiée" à travers le 
développement de défauts génétiques. L’initiation tumorale, est une étape irréversible qui 
passe par l'exposition de cellules normales à un agent initiateur chimique, physique 
(rayonnements ultraviolets, radiations) ou viral appelé cancérogène. Les altérations du 
matériel génétique sont de différents types selon qu’il s’agit de mutations, d’aberrations 
chromosomiques ou de dommages primaires de l’ADN. Si cette altération est stabilisée après 
une ou deux réplications cellulaires, les cellules sont alors dites "initiées". L’exposition à des 
agents initiateurs peut induire une mutation dans un proto-oncogène ou des gènes 
suppresseurs de tumeurs (Vogelstein & Finzler, 1993). Ces gènes interviennent entre autres 
dans la transduction des signaux mitogènes, le contrôle de la transcription et la régulation du 
cycle cellulaire. Les cellules perdent le contrôle de la division homéostatique, de la 
différenciation ou de la mort cellulaire programmée (apoptose). 
 
La promotion. 
 
Au cours de cette étape, les cellules initiées vont acquérir la faculté de proliférer de 
façon autonome, et ce, au détriment des cellules normales, ce qui conduit à la formation des 
lésions pré-néoplasiques (tumeurs bénignes). La phase de promotion tumorale se distingue de 
la phase d’initiation par plusieurs caractères dont la réversibilité, car le retrait de la substance 
promotrice peut entraîner la régression des lésions pré-cancéreuses dans certains cas. Les 
mécanismes impliqués dans le phénomène de la promotion tumorale demeurent encore mal 
connus. Il semblerait que les perturbations des mécanismes de signalisation cellulaire 
notamment par une surexpression d’oncogènes joueraient un rôle essentiel (Weinstein, 1988). 
Un autre mécanisme permettant l’expansion clonale des cellules initiées serait l’inhibition de 
leurs capacités de communication intercellulaire qui échapperaient alors aux mécanismes de 
régulation des cellules normales (Yamasaki, 1991). 
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Figure 12 : Les principales étapes de la cancérogenèse chimique. 
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La progression. 
 
La phase de progression est caractérisée par le passage de la lésion pré-néoplasique à un 
néoplasme (tumeur maligne). Elle correspond à la croissance des cellules malignes dont le 
phénotype est irréversible. Cette phase se caractérise par une grande instabilité génomique 
faisant appel à des remaniements de gènes et/ou de chromosomes, à des translocations, des 
recombinaisons, des amplifications de gènes. Des mutations d’oncogènes et/ou de gènes 
suppresseurs de tumeurs sont également  impliquées dans cette étape de progression. 
 
L’invasion.  
 
L’invasion est le processus final de cancérogenèse, stade où  les cellules de la tumeur 
maligne s’infiltrent dans les tissus voisins. Ces cellules peuvent également migrer via la voie 
sanguine ou lymphatique vers d’autres tissus de l’organisme où elles se fixent et développent 
des métastases (Boyer et al., 1999). 
 
3.1.3. Mécanismes moléculaires de la cancérogénèse. 
 
La cancérogenèse est multi-séquentielle et est associée à une accumulation d’altérations 
génétiques. Les mutations critiques impliquées dans la transformation ont lieu dans les gènes 
de contrôle de la croissance, les proto-oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs et ceux 
contrôlant les gènes suppresseurs de tumeurs (Hussein & Harris, 1998). La plupart des gènes 
altérés identifiés jusqu’à présent appartiennent à deux familles : les oncogènes et les gènes 
suppresseurs de tumeurs (Harris, 1991). 
Les proto-oncogènes (ras, fos, jun…) sont des gènes qui jouent un rôle majeur dans le 
contrôle de la croissance et /ou de la différenciation cellulaire. Ils codent notamment des 
éléments de transduction de signaux mitogènes. Lorsqu’ils sont activés par des mutations, ils 
deviennent des oncogènes, c’est à dire qu’ils contribuent au passage des cellules d’un 
phénotype normal à un phénotype cancéreux. La perturbation de ces gènes engendre la 
différenciation, la croissance et la coordination cellulaire anarchique qui caractérisent les 
cellules cancéreuses.  
Contrairement aux oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs n’activent pas la 
prolifération cellulaire mais l’inhibent. L’un d'eux, le gène p53 codant la protéine p53, joue 
un rôle important :  
-   1) dans la régulation du cycle cellulaire,  
-   2) dans le contrôle de la réplication de l’ADN et de la différentiation cellulaire. 
Les altérations génétiques du gène p53, fréquemment trouvées dans les tumeurs chez les 
humains (Hollstein et al., 1991 ; Sueiro et al., 2000), empêchent le contrôle négatif de la 
croissance des cellules tumorales. Certains cancérogènes semblent avoir des effets spécifiques 
sur le gène p53. C’est le cas de l’aflatoxine B1 qui est responsable d’une mutation du codon 
249 de ce gène au niveau des carcinomes hépatocellulaires des patients exposés à cette 
mycotoxine (Shen & Ong, 1996). 
 
3.2. Les adduits à l'ADN comme marqueurs de la génotoxicité. 
 
3.2.1. Notion d'adduit à l'ADN. 
 
3.2.1.1. Formation des adduits. 
 
La formation d’adduits à l’ADN est la résultante d’une séquence d’événements 
impliquant l’absorption de l’agent génotoxique, sa distribution dans les différents tissus, sa 
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Figure 13a: Exemples de structure des électrophiles. (d’après Williams, 2001) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13b: Sites potentiels de la formation d'adduits à l'ADN.  
(d’après La & Swenberg, 1996) 
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métabolisation pour former des intermédiaires réactifs, la liaison de ses métabolites ultimes à 
l’ADN et les systèmes de réparation de l’ADN. 
Certains xénobiotiques ou leurs métabolites sont capables de réaliser des liaisons 
covalentes à l’ADN, par l’intermédiaire d’une réaction de type électrophile/nucléophile, 
entraînant la formation d’un complexe appelé adduit (pour addition et produits) à l’ADN. 
Cette lésion primaire de l’ADN est une étape importante dans les phénomènes d’initiation des 
cancers (Miller & Miller, 1981). 
Les xénobiotiques cancérogènes génotoxiques ont des groupes électrophiles réactifs ou 
sont activés par biotransformation. Les types de molécules électrophiles, dérivées des 
cancérogènes ayant une réactivité pour l'ADN, sont présentés dans la figure 13 a.  
Parmi les sites nucléophiles, les atomes d'azote (N), d'oxygène (O) et de carbone (C), 
des bases pyrimidiques (thymine, cytosine) et puriques (adénine, guanine) de l'ADN, 
constituent les cibles privilégiées des composés génotoxiques. Ainsi au niveau des bases de 
l’ADN, il existe 18 sites potentiels impliqués dans la formation d’adduits (La & Swenberg, 
1996) (voir figure 13 b). Il y a aussi des réactions d'addition possibles sur les moitiés 
phosphate et désoxyribose.   
La base préférentiellement (mais pas exclusivement) attaquée par les cancérogènes est 
la guanine: la position N7 est préférentiellement modifiée par les agents alkylants et 
l'aflatoxine B1, alors que les amines aromatiques se fixent plutôt sur les positions C8 et N2 
(Heflich & Neft, 1994) et les hydrocarbures polycycliques aromatiques sur la position N2 
(Wang & Groopman, 1999 ; Hogan et al., 1981 ; Alexandrov et al., 1982). 
 
3.2.1.2. Facteurs influençant la formation des adduits. 
 
De nombreuses études indiquent que la formation des adduits à l'ADN n'est pas 
aléatoire. Chaque cancérogène chimique génotoxique présente un spectre différent d'adduits à 
l'ADN (Singer & Essigman, 1991 ; Swenson, 1983 ; Beranek, 1990) qui dépend de plusieurs 
facteurs. De ceux-ci dépend le pouvoir mutagène des cancérogènes. 
 
La réactivité des sites de l'ADN varie vis-à-vis des espèces électrophiles, en fonction 
des cycles azotés des bases. Ainsi les positions N3 et N7 de la guanine sont les sites de l'ADN 
les plus nucléophiles tandis que les atomes d'oxygène exocycliques sont les sites les moins 
nucléophiles (Pullman & Pullman, 1980 ; Salfhill et al., 1985). 
 
Les agents alkylants peuvent réagir avec l'ADN selon le schéma classique des réactions 
de type substitution nucléophile d'ordre 1 (SN1) ou d'ordre 2 (SN2). Des composés faiblement 
électrophiles réagiraient par un mécanisme de SN2 et ces réactions entraîneraient 
préférentiellement une alkylation des sites de l'ADN ayant un fort caractère nucléophile tels 
que les positions N7, N3 de la guanine et la position N3 de l'adénine. Des composés réactifs 
très électrophiles réagiraient plutôt selon un mécanisme de SN1. Du fait de leur caractère 
électrophile élevé, ces composés sont moins sélectifs vis-à-vis du caractère nucléophile des 
sites de l'ADN. 
D'autre part, la formation d'adduits à l'ADN serait aussi fonction de l'isomérie du 
métabolite réactif. Une étude a montré un caractère éniantosélectif spécifique de la formation 
d'adduit en position N7 de la guanine après exposition des rats par inhalation de 1,3-butadiène 
(Koivisto et al., 1997).  
 
L'activité génotoxique des composés électrophiles est aussi sous la dépendance de 
facteurs stériques. Des sites tels que la position N7 de la guanine sont exposés dans le grand 
 64   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14: Formation d'adduits à l'ADN stables et d'adduits dépurinants et génération de sites 
apuriniques. (d’après Cavalieri et al., 2002) 
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sillon de l'hélice d'ADN qui est assez facilement accessible à ces composés. D'autres positions 
(l'adénine en position N3 par exemple) sont orientées dans le petit sillon et sont de ce fait 
moins accessibles à un composé électrophile. 
Les positions N1 de l'adénine et N3 de la cytosine sont des sites très nucléophiles de 
l'ADN qui ne réagissent pas de façon importante du fait de l'encombrement stérique. 
Par ailleurs, il a été montré in vitro que le potentiel de fixation d'un cancérogène tel que 
le N-hydroxy-acétylamino-2-fluorène est influencé par la conformation (forme B ou Z) de 
l'ADN (Rio & Leng, 1983).   
 
Des séquences particulières de l'ADN influenceraient la formation d'adduits: l'alkylation 
préférentielle de certains sites nucléophiles serait conditionnée par la séquence nucléotidique 
entourant la base cible (Richardson & Richardson, 1990). Cette régio-spécificité surviendrait 
plus fréquemment dans des séquences continues de guanine car le potentiel électrostatique 
négatif des sites réactifs de la guanine augmente quand celle-ci est adjacente à d'autres 
guanines. 
Ainsi en présence de certains composés N-nitrosés (chloroéthylnitrosouré et 
méthylnitrosouré), une spécificité vis-à-vis de motifs continus de guanine a été observée avec 
la position N7 de la guanine (Hartley et al., 1988 ; Dolan et al., 1988). De même, la 
distribution de l'adduit en position N2 de la guanine, formé avec le B[a]P-7,8-dihydro-9,10-
époxyde (BPDE), ne se fait pas au hasard mais préférentiellement sur une guanine située au 
milieu de séquences AGG ou CGG (Rill & Marsch, 1990).  
 
3.2.2. Effets biologiques des adduits à l'ADN. 
 
3.2.2.1. Adduits stables et adduits dépurinants. 
 
Les cancérogènes chimiques se lient à l'ADN pour former deux types d'adduits:  
 -  1) les adduits stables qui restent fixés à l'ADN à moins d'être pris en charge par 
le système de réparation de l'ADN,  
 -  2) les adduits dépurinants qui sont relâchés de l'ADN par déstabilisation de la 
liaison glycosyl (figure 14) (Cavalieri & Rogan, 1992 et 1998).  
Les adduits stables sont formés quand les cancérogènes réagissent en position N6 de 
l'adénine ou N2 de la guanine, tandis que les adduits dépurinants sont obtenus quand une 
liaison covalente est établie entre le cancérogène et les positions N3 ou N7 de l'adénine et N7 
et parfois C8 de la guanine. La perte de l'adénine ou de la guanine par dépurination mène à la 
formation de sites apuriniques ou abasiques qui peuvent générer des mutations menant à 
l'initiation de tumeurs.  
Les sites abasiques formés sont réparés par le mécanisme de réparation par excision de 
bases (BER) au cours duquel peuvent se produire des erreurs. Les erreurs produites lors de la 
réparation de sites apuriniques peuvent conduire à l'initiation tumorale (Cavalieri et al., 2002).  
Lorsque la dépurination a lieu, la base purique adduitée peut être excrétée dans l'urine 
(Shuker & Farmer, 1992). Ce phénomène a été utilisé dans l'analyse des adduits guanine- 
aflatoxine B1 urinaires comme indicateurs des dommages à l'ADN (Qian et al., 1994). 
Cependant, l'excrétion urinaire de tels adduits n'indique pas la source de la macromolécule 
endommagée (ADN ou ARN) ni le tissu où les adduits ont été formés.       
  
3.2.2.2. Lésions et mutations de l'ADN. 
 
Bien que les cellules possèdent un système enzymatique capable de détecter et de 
réparer les lésions afin de maintenir l’intégrité de l’information génétique, il est possible que 
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des altérations non ou mal réparées puissent subsister, conduisant à l’apparition de deux 
grands types de lésions (pour un article général voir Pfohl-Leszkowicz, 1999) : 
 
• Les macro-lésions : visibles cytologiquement au niveau des chromosomes, avec 
changement :  
a) du nombre de chromosomes comme l’aneuploïdie ou la polyploïdie, 
b) de la structure du chromosome à la suite d’échanges de segments de chromatides d’un 
même chromosome, d’échanges entre deux chromosomes différents ou de la perte 
d’un fragment de chromosome (clastogène) avec formation de micronoyaux. 
 
• Les micro-lésions : non visibles cytologiquement. Il peut s’agir soit : 
a) de changement qualitatif du génome (substitution de paires de bases). Lorsque la 
substitution se traduit par le remplacement d’une purine par une autre purine ou d’une 
pyrimidine par une autre pyrimidine, il y a transition, alors que le remplacement d’une 
pyrimidine par une purine ou l’inverse, correspond à une substitution. 
b) de changement quantitatif avec perte ou ajout d’un nucléotide provoquant un décalage 
du cadre de lecture (frameshift mutation). 
 
3.2.2.3. Réparation de l'ADN. 
 
Dans la majorité des cas, les lésions induites sur l’ADN vont être prises en charge par 
des systèmes enzymatiques visant à restaurer la séquence nucléotidique normale et maintenir 
ainsi l’intégrité de la cellule. La réparation de l’ADN consiste essentiellement en l’excision 
des résidus ou des groupes altérés de l’ADN. Les adduits à l’ADN peuvent être éliminés par 
trois types de mécanismes : la réparation par excision de bases (BER), la réparation par 
excision de nucléotides (NER) et la réparation de mauvais appariement (mismatch repair ou 
MMR).  
 
Réparation par excision de bases (BER). 
 
Elle s’applique dans le cas des lésions induites par des agents alkylants aboutissant à la 
formation de 7-méthyl guanine ou de 3-méthyl guanine ; mais est aussi responsable de la 
réparation des cytidines et adénines désaminées, des bases oxydativement endommagées et 
des sites abasiques. 
Dans ce système, une glycosylase reconnaît une lésion sur une base qui est éliminée par 
une endonucléase. La brèche générée est comblée par la synthèse du bout d’ADN manquant 
par l’ADN polymérase en se servant du brin complémentaire. La ligase ressoude le brin 
d’ADN (Limp-Foster & Kelley , 2000). 
 
Réparation par excision de nucléotides (NER). 
 
Ce mécanisme permet la suppression de lésions de taille importante, produites par des 
agents aussi divers que les cancérogènes chimiques (hydrocarbures polycycliques, aflatoxine 
B1…), certains médicaments (mitomycine), mais également les rayonnements ultraviolets. 
Une distorsion de la chaîne d’ADN au niveau de la lésion permet à deux hélicases de 
marquer la zone afin que des endonucléases éliminent environ 28 nucléotides. Puis, la zone 
excisée est re-synthétisée par une ADN polymérase puis soudée par l’action d’une ligase. Ce 
mécanisme intervient également lorsque le système BER est saturé (Møller & Wallin, 1998). 
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Figure 15 : Différentes possibilités de relations entre le taux d’adduits à l’ADN et 
l’incidence de tumeurs en fonction d’une dose chronique de cancérogène (d’après Poirier & 
Beland, 1992). 
 
 
 
 
 
 
2-AAF : 2- acétylaminofluorène 
AFB1 : Aflatoxine B1 
4-ABP : 4-aminobiphényl  
DEN : N,N-diéthylnitrosamine 
NNK : nitosocétone    
2-AAF (foie de souris femelle) 
AFB1 (foie de rat mâle) 
4-ABP (foie de souris femelle) 
DEN (foie de rat mâle) 
NNK (poumons de rat mâle) 
AAF (vessie de souris femelle) 
4-ABP (vessie de souris mâle) 
4-ABP (foie de souris mâle)  
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La réparation de mauvais appariements (mismatch repair ou MMR). 
 
Il s’agit d’une réparation post-réplicative qui permet d’éliminer les mauvais 
appariements de bases qui font suite à des erreurs survenues lors de la réplication ou de la 
recombinaison. Ce système fait intervenir un ensemble de protéines permettant la 
reconnaissance de la lésion, et sa coupure par une exonucléase. L’intervention d’une ADN 
polymérase et d’une ADN ligase permet la synthèse du nouveau brin d’ADN et sa liaison au 
brin parental.  
 
3.2.3. Signification biologique des adduits à l'ADN. 
 
3.2.3.1. Formation d'adduits et cancérogenèse. 
 
Relations entre adduits et mutations. 
 
Les premières preuves de la relation entre les adduits à l’ADN et la mutagénicité d’un 
cancérogène ont été apportées par Loveless, 1969. Cet auteur a montré que l’alkylation en O6 
du résidu guanine de l’ADN traité par des composés N-nitrosés induit des mutations par 
mauvais appariement de bases.  
Différents adduits à l’ADN sont capables d’induire des mutations (pour un article 
général voir Hemminki et al., 2000 ; Vineis & Pererra, 2000). Par exemple, le benzopyrène 
diol époxyde (BDPE) dont le site préférentiel de fixation sont les sites GC, induit des 
transitions GC → TA (Jelinsky et al., 1995). De même, l’aflatoxine B1 induit des transitions 
GC→ TA (Bailey et al., 1996). 
Shibutani (1994), a montré que des mutations spécifiques liées à certains adduits du N-
acétyl-2 aminofluorène à grand potentiel de mauvais appariement, correspondent à une 
délétion d’une ou deux bases opposées à l’adduit. Néanmoins, l’établissement d’un lien entre 
un adduit spécifique et un type de mutation est souvent difficile, car un métabolite réactif peut 
interagir avec différents sites de l’ADN, et générer une variété d’adduits (Singer & Essigman, 
1991 ; Hemminki et al., 2000). En outre, différents facteurs peuvent affecter la possibilité 
d’un adduit d’induire une mutation tels que : l’orientation de l’adduit (c’est à dire de la base 
modifiée) par rapport à la base complémentaire, la nature de la polymérase, la séquence 
d’ADN dans laquelle est incluse l’adduit (Loechler, 1996 ; Kozack et al., 2000). 
 
Relation entre le développement tumoral et la formation d’adduits à l’ADN.  
 
Des études in vivo ont montré les relations qui peuvent exister entre les taux d’adduits à 
l’ADN et l’incidence de tumeurs, en fonction de doses chroniques de composé cancérogène. 
Quatre types de diagrammes ont été ainsi définis (figure 15) qui correspondent à l’effet de 
différents cancérogènes [l’aflatoxine B1 (AFB1), 4-aminobiphényl (4-ABP), 2-
acétylaminofluorène (2-AAF), N,N-diéthylnitrosamine (DEN) et nitrosocétone dérivé de la 
nicotine (NNK)]. Ces composés ont été administrés de façon chronique, chez différentes 
espèces de souris ou de rats mâles et femelles. Les effets ont été mesurés dans différents tissus 
(foie, poumon, vessie) et en fonction du sexe (Poirier & Beland, 1992). 
Dans les situations les plus simples, il existe une relation linéaire entre la dose de 
cancérogène, le taux d’adduits et la formation de tumeurs (figure 15 A). Ceci a été observé 
avec le 2-AAF dans le foie de souris femelle et avec l’AFB1 dans le foie de rat mâle. Avec le 
4-ABP, les taux d’adduits à l’ADN augmentent de manière linéaire, dans le foie de souris 
mâle, mais l’incidence des tumeurs n’atteint jamais 20 % même pour de fortes doses de 
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cancérogène (figure 15 B). Donc, des voies de détoxication des métabolites réactifs ou des 
systèmes de réparation des adduits à l’ADN interviennent de façon efficace. 
Le troisième cas de figure est le suivant : pour de faibles doses de cancérogène, il existe 
une relation linéaire entre le taux d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité. Cependant, à des 
doses plus élevées de cancérogène, les taux d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité 
n’augmentent  plus proportionnellement à la dose de cancérogène et atteint un plateau (figure 
15 C). Les fortes doses de composé cancérogène peuvent induire une cytotoxicité et/ou une 
prolifération cellulaire qui inhibe alors la formation d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité. 
Cette relation supralinéaire entre le niveau d’adduits à l’ADN et l’incidence des tumeurs en 
fonction de la dose de cancérogène a été observée avec le 4-ABP dans le foie de souris 
femelle, le DEN dans le foie de rat mâle et le NNK dans les poumons de rat mâle. 
Dans le cas de la figure 15 D, la formation d’adduits à l’ADN est linéaire en fonction de 
la dose de cancérogène tandis que la tumorigénicité est sublinéaire puisqu’elle n’est 
significative que pour de fortes doses de cancérogène. Ce phénomène pourrait s’expliquer par 
une forte cytotoxicité et a été observé avec le 2-AAF dans la vessie de souris femelle et le 4-
ABP dans la vessie de souris mâle. 
 
3.2.3.2. Adduits comme marqueurs d'exposition. 
 
Le taux d'adduits à l'ADN étant le reflet de la dose de xénobiotique ayant effectivement 
réagit dans l'organisme, de son activation métabolique s'il y a lieu, et de la distribution 
tissulaire de celui-ci ou des ses métabolites, il constitue un biomarqueur d'effet précoce. 
De plus, grâce aux techniques modernes, la sensibilité de détection des adduits dans les 
tissus normaux histologiques offre l'opportunité de détecter la cancérogenèse plus 
précocement qu'avec les diagnostics histologiques classiques (Sharma & Farmer, 2004).    
On citera deux exemples d'applications récentes:  
-  1) la mise en évidence de la formation d'adduits chez le poisson et la moule lors 
du suivi d'une pollution environnementale, cas de la marée noire de l'Erika (Amat-
Bronnert, 2004),  
-  2) et l'étude de l'étendue des dommages à l'ADN dans des populations exposées 
à une pollution de l'air urbaine causée par des hydrocarbures polycycliques aromatiques 
(Farmer, sous presse IARC Science Publications).  
 
3.3. Méthodes de détection des adduits à l'ADN. 
 
La détection et la quantification des adduits à l'ADN sont très importantes en raison de 
l'implication de ces derniers dans les processus de mutagenèse et de cancérogenèse. A la fois 
une sensibilité et une spécificité élevées sont requises pour la détection des adduits à l'ADN 
car le contenu en adduits dans l'ADN est très faible comparé à celui des bases normales et les 
quantités d'ADN disponibles pour les analyses sont souvent limitées.    
Différentes procédures de séparation ont été développées, ce sont des méthodes 
chromatographiques (chromatographie sur couche mince (TLC), en phase gazeuse (GC) ou en 
phase liquide de haute performance (HPLC)), d'électromigrations (électrophorèse par 
capillarité) et immunologiques. Ces procédures de séparation sont combinées avec différentes 
méthodes de détection et d'identification. Les méthodes qui sont les plus couramment utilisées 
pour la détection des adduits à l'ADN sont présentées dans le tableau 6.     
La technique de post-marquage de l'ADN est la méthode la plus sensible et la plus 
largement applicable pour l'analyse des adduits à l'ADN. C'est la technique que nous avons 
utilisée dans ce travail de thèse. Cette méthode sera décrite plus en détails dans le paragraphe 
suivant. 
    
 
 
Tableau 6 : Méthodes qui peuvent être utilisées pour détecter les adduits à l'ADN. 
Méthode Sensibilité (adduit/nucléotide)
Quantité d'ADN 
nécessaire (µg) 
Identification de la structure des 
adduits Inconvénients 
-  32P post-marquage 
 
-  Immunoassay 
 
-  GC- ou LC- MS 
 
-  Electrophorèse ou HPLC avec 
détection par fluorescence ou 
détection électrochimique 
-  Spectrométrie de masse avec 
accélérateur de particules (AC-MS) 
 
1/109 à 1/1010 
 
1/108 
 
1/107 à 1/108 
 
1/108 
 
 
1/1011 
 
 
 
 
1 - 10 
 
1 - 100 
 
10 -100 
 
10 - 100 
 
 
1 - 1000 
 
Sensibilité, faibles taux d'ADN 
 
Sensibilité, faibles taux d'ADN, 
 
Spécificité 
 
Spécificité et sensibilité 
 
 
Spécificité et sensibilité 
 
Travail laborieux, variations 
des efficacités de marquage  
Spécificité dépendant de la 
qualité de l'Ac 
Equipement cher, taux élevés 
d'ADN 
Limité à certains adduits, 
taux élevés d'ADN 
 
Limité à certains adduits 
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3.3.1. Spectrométrie de masse. 
 
Des méthodes physico-chimiques utilisées pour détecter la liaison à l'ADN, la 
spectrométrie de masse (MS) est celle qui a le plus grand potentiel en raison de sa grande 
spécificité chimique qui permet une caractérisation sans équivoque du produit lié à l'ADN 
(Sweetman et al., 1998).  
Initialement la spectrométrie de masse était couplée à la chromatographie gazeuse (GC-
MS), celle-ci nécessitant une ionisation chimique négative de la molécule et une 
dérivatisation de l'adduit pour le rendre volatile pour la chromatographie. La découverte de 
l'ionisation par électrospray (ESI) a permis le couplage direct des colonnes HPLC sur le 
spectromètre de masse et la détection sensible de composés polaires sans dérivatisation. 
Toutefois, des taux relativement importants d'ADN sont nécessaires. Des niveaux 
d'adduits de l'ordre de 1/108 nucléotides sont détectables par MS. Un inconvénient de cette 
technique est son incapacité à analyser des mélanges d'adduits inconnus. 
 
La spectrométrie de masse à accélérateur de particules (AC-MS) est une technique de 
physique nucléaire, développée à la fin des années 1970, qui mesure, avec une importante 
sensibilité, spécificité et précision, les rapports entre isotopes (Elmore, 1987 ; Vogel et al., 
1995). Elle est utilisée principalement pour détecter l'isotope 14 du carbone (14C) mais 
d'autres isotopes sont aussi détectés (129I, 3H, 41Ca, 26Al et 36Cl). L'AC-MS mesure des 
rapports d'isotopes et non des quantités d'ions absolues. Ainsi le rapport 14C/13C est mesuré et 
convertie en quantité par l'analyse du contenu total en carbone de l'échantillon analysé. La 
sensibilité de cette technique est très importante et atteint des niveaux de 1/1011 adduit/ 
nucléotides. Cependant, elle nécessite l'utilisation de radio-isotopes in vivo; elle ne fournit pas 
d'informations sur la nature ou la forme chimique de l'isotope. Il est, de plus, nécessaire de 
réaliser une étape préliminaire d'incorporation de l'isotope (14C par exemple) dans la molécule 
d'intérêt, le taux d'incorporation joue sur la limite de détection.    
    
3.3.2. Techniques immunologiques. 
 
Du fait de leur sensibilité et de leur spécificité, ces méthodes sont largement utilisées 
pour analyser les interactions cancérogène – ADN (Strickland et al., 1993; Poirier, 1994).  
Elles permettent de détecter au minimum un nucléotide modifié (adduit) par 106 à 108 
nucléotides normaux. Les techniques employées s'effectuent soit en phase liquide (RIA: 
radioimmunoassay), soit en phase solide (ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay et 
USERIA: ultrasensitive enzymatic radioimmunoassay). 
Dans le cas des RIA, un complexe anticorps-antigène soluble est formé en présence 
d'une quantité connue d'adduits à l'ADN radiomarqué (traceur). Il y a compétition entre les 
adduits présents dans l'échantillon et le traceur pour la fixation sur l'anticorps. La radioactivité 
du complexe immun formé est inversement proportionnelle à la concentration de l'adduit à 
doser (Müller & Rajewsky, 1980). 
Les méthodes immunologiques en phase solide ont fait l'objet de nombreux 
développements. Généralement, les adduits à l'ADN présents dans l'échantillon sont d'abord 
fixés sur un premier anticorps adsorbé sur un support solide (des billes par exemple). La 
quantité d'adduits à l'ADN fixée sur ces anticorps, est ensuite déterminée grâce à la fixation 
d'un second anticorps marqué par un enzyme (dosage ELISA) ou radiomarqué (dosage 
USERIA). 
La spécificité des anticorps est une donnée importante. En effet, des réactions croisées 
avec des nucléotides ou des adduits de structure similaire, peuvent fausser les résultats. Ainsi, 
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Figure 16: Méthodes communes de post-marquage de l'ADN au 32P. X: nucléoside 
adduité ou modifié, N: nucléoside normal, p: groupe phosphate non radioactif, *p: groupe 
phosphate contenant un 32P. (d’après Phillips, 1997) 
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l'antisérum dirigé contre les adduits du B[a]P (avec le BPDE) réagit avec les adduits à l'ADN 
formés par d'autres HAP (Weston et al., 1988). La détermination précise d'un adduit 
spécifique n'est alors pas possible. Néanmoins, les réactions croisées peuvent avoir un intérêt 
dans le suivi d'une exposition à une classe de composés donnés tels que les HAP. 
La limite majeure des techniques immunologiques, est la nécessité de produire et 
caractériser les anticorps pour un adduit spécifique. Des anticorps polyclonaux et 
monoclonaux ont été développés vis-à-vis des adduits à l'ADN dus aux HAP, aux amines 
aromatiques et à certaines mycotoxines. 
Ces anticorps peuvent aussi être utilisés dans la phase préparative pour purifier les 
adduits à l'ADN par chromatographie d'affinité; ceux-ci sont ensuite quantifiés par d'autres 
méthodes d'analyse des adduits à l'ADN telles que le post-marquage ou la MS. 
 
3.4. Méthode de post-marquage de l'ADN au 32P. 
 
3.4.1. Principe et développements successifs de la méthode de post-marquage de 
l'ADN au phosphore 32. 
 
Dans la plupart des applications, la méthode de post-marquage au 32P est constituée de 
quatre étapes:       -  1) digestion de l'ADN, 
- 2) procédure de présélection des lésions d'adduits pour augmenter la 
sensibilité de la technique,  
-  3) phosphorylation des adduits mettant en jeu une kinase et du [γ-32P]ATP  
- 4) résolution chromatographique des adduits marqués. Au cours de la 
procédure, ces adduits ont été modifiés en nucléosides 3',5'-diphosphates. Leur 
détection et leur quantification sont réalisées grâce à la décroissance du 
phosphate. 
   
Dans la procédure standard, l'étape 2, d'enrichissement en adduits, n'est pas réalisée 
(Gupta et al., 1982) (figure 16). La nucléase de staphylocoque (MN) et la phosphodiestérase 
de rate (SPD) peuvent être remplacées, lors de l'étape d'hydrolyse de l'ADN, par la nucléase 
P1 (NP1) associée à de la phosphatase acide prostatique. Dans ce cas, la résistance à la 
digestion des nucléotides adduités mène à l'obtention de dinucléotides marqués contenant 
l'adduit et le nucléotide normal adjacent (Randerath et al, 1989). Une digestion 
supplémentaire peut alors être réalisée par la phosphodiestérase de venin après la réaction de 
post-marquage; celle-ci va cliver la liaison phosphodiester et générer un adduit marqué 
comme un nucléoside 5'- monophosphate. Une autre variation de la méthode consiste à 
terminer par une digestion supplémentaire par la NP1 après le marquage par la kinase. Ceci 
permet de convertir les adduits nucléosides 3',5'-diphosphate en 5'-mononucléotides 
(Hollstein et al., 1986 ; Gorelick & Wogan, 1989). Ces variations de la méthode de post-
marquage sont présentées dans la figure 16. 
  Il y a maintenant de nombreuses variations méthodologiques permettant d'augmenter 
la sensibilité du post-marquage; certaines sont générales tandis que d'autres sont spécifiques. 
Pour certaines applications, l'utilisation de taux limitants d'ATP ayant une forte activité 
spécifique, plutôt qu'un excès d'ATP qui a nécessairement une activité spécifique beaucoup 
plus faible, est suffisante pour augmenter la sensibilité à condition que les adduits soient 
marqués préférentiellement aux nucléotides normaux (Randerath et al., 1985). Cependant, 
d'autres approches plus logiques impliquent la présélection des adduits pour le marquage et 
évitent autant que possible le marquage des nucléotides normaux. Les deux méthodes les plus 
généralement utilisées, et qui ont contribué au large développement du post-marquage, sont 
l'extraction au butanol (Gupta, 1985) et l'enrichissement par la NP1 (Reddy & Randerath, 
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1986). L'extraction par solvant est un moyen de séparer les nucléotides adduités des 
nucléotides normaux. L'enrichissement par la NP1 est basé sur le fait que généralement les 
adduits sont résistants à la déphosphorylation par la NP1. Ainsi le traitement de l'hydrolysat 
par cette NP1 convertit les nucléotides normaux en nucléosides ; de ce fait seuls les adduits 
ayant leur 3'-phosphate sont substrats de la polynucléotide kinase.   
D'autres améliorations impliquent l'extraction des adduits en phase solide avant le post-
marquage. Elles utilisent l'HPLC (Dunn & San, 1988), des petites cartouches colonnes 
(Turesky & Markovic, 1994 ; Phillips et al., 1996) ou des colonnes d'immunoaffinité (Cooper 
et al., 1992 ; Nair et al., 1995) contenant les anticorps de l'adduit d'intérêt. 
Toutes ces méthodes ont le potentiel d'augmenter la limite de détection des adduits 
autour de 1/1010 nucléotides, dans un échantillon d'ADN de 10µg ou moins.    
 
3.4.2. Avantages et inconvénients de la méthode. 
 
Le marquage de l’ADN, par la méthode du post marquage au 32P, est très utilisé comme 
biomarqueur d’effet biologique, en particulier pour la détection d’adduits générés par des 
produits d’origine environnementale. En effet, cette méthode présente un certain nombre 
d’avantages (pour un article général voir La & Swenberg, 1996) :  
 
- Elle ne nécessite pas de connaître au préalable, la structure chimique des adduits et 
est généralement applicable à la mesure des adduits à l’ADN non identifiés. 
- Elle possède une sensibilité élevée et permet de détecter de bas niveaux d’adduits 
(jusqu’à un adduit/1010 nucléotides). 
- Elle ne requiert que quelques microgrammes d’ADN. 
- C’est une méthode non invasive puisqu’elle évite l’utilisation de substances 
radioactives in vivo. Elle est donc très utile en expérimentation animale. 
- Elle permet des études épidémiologiques. 
- Elle donne des résultats quantitativement reliés avec l’exposition. 
- Elle permet de quantifier chaque type d’adduit sans même en connaître la structure 
chimique. 
- A l’heure actuelle, il n’existe pas encore de méthode de post marquage à l’ADN au 
32P qui soit réellement standardisée malgré différentes études inter-laboratoires. 
Cependant la dernière étude inter-laboratoire réalisée en 1997 a tout de même 
permis d’établir deux protocoles pour lesquels les résultats varient peu entre les 
laboratoires. Il s’agit d’un protocole recommandé pour la détection des adduits à 
l’ADN volumineux induits par des cancérogènes tels que les HAP (BaP) et les 
amines aromatiques (ABP) et d’un protocole recommandé pour la détection d’une 
base méthylée (06-methylguanine) induite par un agent méthylant, le MNU (N-
méthyl-nitrosuré) (Phillips & Castegnaro, 1999). 
 
Cette technique présente certains inconvénients : 
 
- C’est une méthode non automatisable, nécessitant du temps. 
- Elle nécessite l’utilisation et la manipulation de substances radioactives. 
- C’est une technique relativement coûteuse. 
- Elle ne permet pas de donner la nature (structure chimique) des adduits, bien que 
les conditions de migration permettent de caractériser la famille chimique à 
laquelle le composé appartient. Toutefois, il est possible de lui attribuer une 
struture chimique par comigration à condition de disposer du standard 
correspondant.   
  
  75   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE II - MATERIELS & METHODES 
Matériels et méthodes. 
 
  76  
 
1. Analyse des adduits à l'ADN par la méthode du post-marquage 
au phosphore 32. 
 
Les étapes de la méthode de post-marquage au 32P ont été adaptées aux types 
d'échantillons analysés au cours de la thèse, aux standards et en fonction des différents 
problèmes rencontrés suite à la pénurie de certains enzymes. Une partie des améliorations 
vient aussi d'une étude inter-laboratoire, menée à l'initiative du CIRC sur la méthode de post-
marquage au 32P. 
  
1.1. Produits utilisés. 
 
1.1.1. Les produits chimiques.  
 
Les produits chimiques utilisés sont dits "pour analyse". Le Phosphate de Sodium  
Dihydraté (NaH2PO4, 2H2O), l’Urée, l’Hydroxyde de Lithium (LiOH), la soude, l’HCl, 
l’acide formique, l’acétate de potassium, le SDS (sodium dodécyl sulfate), l'isopropanol et 
l'éthanol sont commandés chez VWR International (Fontenay sous bois, France). La bicine, le 
chlorure de magnésium (MgCl2), le DTT, la spermidine, le chlorure de sodium (NaCl), 
l’EDTA, le Tris, le Trizma base, la desferoxamine, le triton X-100, l'iodure de sodium (NaI) 
et le sucrose proviennent de Sigma (St Quentin Fallavier, France). Le kit Nucleobond AX 
d'extraction des acides nucléiques provient de Macherey Nagel (Düren, Allemagne). 
Le γ32P-ATP (6000 Ci/mmole, 10 µCi/µl) provient d'Amersham Biosciences (Orsay, 
France). Le Roti-phénol (saturé en Tris-HCl) provient de Roth-Sochiel (Lauterbourg, France). 
La poudre de cellulose MN 301 vient de chez Macherey Nagel (Düren, Allemagne). La 
polyéthylène-imine (HCl à 5%) Corcat PEI P 600xE est fournie par CORCAT (Virginia 
Chemicals, Portsmouth, VA, USA). 
 
1.1.2. Les enzymes. 
 
La phosphodiestérase bovine de rate (SPD) (P 9041), la nucléase de staphylocoque 
(MN) (N 3755), la protéinase K (P 6556), la ribonucléase T1 (RNAse T1) d'Aspergillus (R 
1003) et la Ribonucléase pancréatique de bœuf (RNAse A ) (R 4875) sont fournies par Sigma 
chimie (St Quentin Fallavier, France). La nucléase P1 (236 225) (Penicillium citrinum) et la 
T4 polynucléotide kinase (R838 292) proviennent de Roche Diagnostic (Meylan, France). 
 
1.1.3. Matériels de chromatographie. 
 
Les plaques de polyéthylène-imine-cellulose (PEI) sont préparées au laboratoire. Les 
supports en plastique 130 cm × 20 cm proviennent de chez France Plastics (Lyon, France). La 
cellulose de type MN 301 provient de chez Macherey Nagel (Düren, Allemagne).  
Quatre-vingt grammes de cellulose sont mélangés à 58 ml d’une solution de 
polyéthylène-imine-HCl à 5 % et 600 ml d’eau distillée. L'étaleur (Desaga Heidelberg, 
Allemagne) sert à couler le mélange, après dégazage sous vide, sur les supports plastiques. 
Les plaques sèchent à température ambiante pendant environ 16 heures. Elles sont ensuite 
découpées au format 18cm × 26 cm, lavées au méthanol (1 minute) et rincées dans deux bains 
d’eau distillée puis séchées à température ambiante. Les plaques sont découpées aux 
dimensions 18 cm × 13 cm et sont stockées à -20 °C jusqu’à utilisation. 
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Certains laboratoires pratiquant la méthode de post-marquage utilisent des plaques de 
PEI-cellulose commerciales provenant de chez Macherey-Nagel (Allemagne). Nous avons 
comparé les deux types de plaques lors de l'analyse d'un adduit standard de B[a]P. Les 
résultats sont présentés sur la figure 17. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17: Comparaison du post-marquage de l'adduit standard B[a]P sur deux types de 
plaques de PEI-cellulose.  
 
Sur les plaques d'origine commerciale, l'adduit B[a]P a très peu migré, il est à peine 
séparé du point de dépôt de l'échantillon contrairement aux plaques du laboratoire. En outre, 
les plaques commerciales présentent un bruit de fond plus important que l'autre type de 
plaque. Ce bruit de fond peut interférer avec des adduits d'intérêt et gêner pour l'interprétation 
des résultats. De plus, il y a des variations de profil importantes d’un lot à l’autre. Nous avons 
donc choisi de travailler sur des plaques préparées au laboratoire. 
Le papier Whatman no1 Chr provient de Whatman international Ltd (Maidstone, 
England). Pour les autoradiographies, on utilise des films de radiographie Kodak de 20cm × 
40 cm et de 30 cm × 40 cm, le révélateur Kodak LX24 et le fixateur Kodak AL4 à 20 % 
(Coradio, France). Les microtubes (1,5 et 2 ml) provenant d'Eppendorf (Hamburg, 
Allemagne), sont lavés au méthanol puis rincés deux fois à l'eau distillée avant utilisation.  
 
1.1.4. Les adduits standard. 
 
L'adduit B[a]P provient de l'étude interlaboratoire "Interlaboratory standardization and 
validation of DNA adducts post-labeling methods for human studies" n° 5V0448 (voir article 
de Phillips & Castegnaro, 1999). Il est utilisé comme standard afin de contrôler le bon 
déroulement du post-marquage. Nous disposons d'une solution d'ADN adduité dont la 
concentration est de 110 adduits par 108 nucléotides normaux. Nous utilisons à chaque 
marquage 2µL de cette solution soit 4µg d'ADN.  
Un contrôle négatif est réalisé lors de chaque post-marquage, il consiste à analyser un 
ADN dépourvu d'adduits. Nous utilisons pour cela une solution d'ADN de sperme de saumon 
préalablement purifié. 2µL de cette solution, correspondant à 7µg d'ADN, sont marqués lors 
de chaque analyse. 
Les adduits standard d'OTA: C-C8 OTA-3’dGMP et O-C8 OTA-3’dGMP, qui seront 
étudiés dans ce travail, ont été synthétisés par l'équipe de R. Manderville. Leur structure est 
présentée dans la partie A du chapitre III (§ 3).  
 
 
Plaque préparée au 
laboratoire 
Plaque 
commerciale 
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Le calcul de leur concentration est présenté ci-dessous: 
- Nous disposons de 10µg de chaque produit correspondant à la molécule d'OTA 
adduitée sur le nucléotide guanine. Soit un poids moléculaire pour le C-C8 
OTA-3’dGMP de 714g/mol et pour le O-C8 OTA-3’dGMP de 748 g/mol. Ce 
qui veut dire que l'on a 10µmole/714 (ou 748) soit 0,0140µmole d'adduit C-C8 
OTA-3’dGMP et 0,0134µmole d'adduit O-C8 OTA-3’dGMP.    
- Puisque 1 mole de nucléotide pèse environ 330g, 1g d'ADN correspond à 
1/330 moles de nucléotides d'où 1µg équivaut à 3,03.10-9 nucléotides. On sait 
que 1/109 adduit/nucléotides normaux c'est aussi 1/0,33 fentomole/mg d'ADN, 
ce qui signifie que 1/109 adduit/nucléotides normaux correspond à 3,03 
fentomole d'adduit/mg d'ADN. Ainsi pour détecter 100/109 adduits/nucléotides 
normaux, il faut avoir 303 fentomoles/mg d'ADN. Soit lors de l'analyse de 7µg 
d'ADN, la présence de 2,12 fentomoles d'adduits.   
- Les 10µg de chaque standard sont dissous dans 100µl d'eau ultra-pure. Ce qui 
donne les concentrations de solutions mères suivantes:  
C-C8 OTA-3’dGMP => 140 picomoles/µl = 140.103 fentomoles/µl soit  
66037.10-6 adduits/µl 
O-C8 OTA-3’dGMP => 134 picomoles/µl = 134.103 fentomoles/µl soit  
63207.10-6 adduits/µl 
       Les solutions mères de standard sont conservées à -80°C. 
 
1.1.5. Les oligonucléotides. 
 
Afin d'identifier les bases de l'ADN sur lesquelles l'OTA est capable de se fixer, nous 
avons utilisé des oligonucléotides sous forme d'octamères. Ces oligonucléotides ont été 
synthétisés par la société Genset (France). Nous disposons de quatre oligonucléotides 
différents, constitués chacun de huit bases (oligomères) ; leur séquence et leurs 
caractéristiques sont décrites dans le tableau 7 ci-dessous: 
 
Tableau 7: Séquence des oligonucléotides analysés. 
 
Nom de 
l'oligomère 
Séquence de l'oligomère Poids 
moléculaire 
Concentration 
en µg/µl 
"Oligo 1" 
"Oligo 2" 
"Oligo 3" 
"Oligo 4" 
5'-(phosphate)GGATGGAT(phosphate)-3' 
5'-(phosphate)GGATCCAT(phosphate)-3' 
5'-(phosphate)GCATCCAT(phosphate)-3' 
5'-(phosphate)GCGCGCGC(phosphate)-3' 
2649 g/mol 
2569 g/mol 
2529 g/mol 
2571 g/mol 
18,33 
23,91 
12,69 
14,32 
  
 
1.2. Principe. 
 
La détection directe des adduits à l’ADN par la méthode du post-marquage au 
phosphore 32 est une méthode fine et extrêmement sensible, qui permet de mettre en évidence 
le caractère génotoxique d’une substance.  
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Figure 18 : Principe de la méthode du post-marquage au 32P. 
N3 ’0H + X3 ’p + Z3 ’p + Y3 ’p +…. 
N3 ’p + X3 ’p + Z3 ’p + Y3 ’p +…. 
N3 ’0H + 5’pX 3’ p + 5’pZ3 ’p + 5’pY3 ’p +…. 
Marquage des adduits au  
ATP- Pγ32  
Sélection des adduits 
Hydrolyse enzymatique de l ’ADN
ADN purifié (7 µg) 
T4  Polynucléotide Kinase 
Nucléase P1(déphosphoryle en 3’ les 
nucléotides normaux) 
Nucléase de staphylocoque 
Phosphodiestérase de rate 
 Purification et séparation des 
adduits  
par chromatographie sur couche 
mince de PEI-cellulose 
 
N : désoxyribonucléotides (A, T, G, 
C) 
X, Y, Z : désoxyribonucléotides 
modifiés (adduits) 
p X p, p Y p, p Z p :  
désoxyribonucléotides modifiés 
marqués en 5’  
 
Autoradiographie 
Quantification au Bioimager 
+ 
ATP- Pγ32 
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Au laboratoire, nous utilisons une version modifiée de la méthode initiale (Randerath et 
al., 1981) qui permet d'atteindre une sensibilité de 1 adduit par 1010 nucléotides (Reddy & 
Randerath, 1986). Elle comporte les étapes suivantes (figure 18) : 
 
- Après extraction et purification de l’ADN, celui-ci est hydrolysé en 
désoxyribonucléosides 3' –monophosphate par deux enzymes, une endonucléase 
(nucléase de Staphylocoque) et une exonucléase (Phosphodiestérase de rate). A 
cette étape le milieu réactionnel contient un mélange de nucléotides normaux et 
modifiés (les adduits). 
 
- On procède alors à une étape de sélection des adduits, cette étape est 
classiquement appelée par les initiateurs de cette méthode "enrichissement à la 
nucléase P1". Elle consiste, par l’activité 3’phosphatasique de la nucléase P1, à 
couper le phosphate en 3’ des nucléotides normaux (Reddy & Randerath, 1986). Il 
s’agit d’une déphosphorylation sélective des désoxyribonucléotides normaux. La 
configuration structurale de l’adduit protège la liaison du  phosphate en 3’et celui-
ci sera donc conservé dans les adduits après cette étape.  
 
- On réalise alors un marquage enzymatique spécifique des adduits. Seuls les 
3’P-nucléotides sont substrats de la polynucléotide kinase T4, qui a pour propriété 
de transférer un phosphate radioactif en position γ de l’ATP sur la position 5’ du 
nucléotide. Ainsi, seuls les adduits sont marqués, les nucléosides normaux ne 
pouvant pas être phosphorylés n’interfèrent donc pas sur le marquage. 
 
- Les nucléosides normaux et l’excès de phosphate inorganique sont séparés du ou 
des différents adduits par migration sur plaque de couche mince de polyéthylène-
imine cellulose dans des solvants aqueux salins. Ceux-ci permettent la migration 
des substances hydrophiles, alors que les adduits qui sont hydrophobes restent au 
point d’origine, ou migrent légèrement suivant leur degré d’hydrophobicité. 
 
- Les adduits sont alors séparés par chromatographie bidimensionnelle 
échangeuse d’anions, sur plaque de couche mince de polyéthylène-imine 
cellulose. 
 
- Les adduits et leur emplacement sont visualisés par autoradiographie des 
plaques. Les autoradiogrammes obtenus deviennent le support du travail de 
l’analyse qualitative et quantitative. La radioactivité des plaques est scannée par un 
appareillage spécial (Bioimager) qui permet d’effectuer la quantification des spots 
radioactifs correspondant aux adduits de l’autoradiogramme grâce au logiciel 
Ambis (CSP incorporation, Billerica, USA). 
 
1.3. Extraction et purification de l'ADN. 
 
1.3.1. Extraction de l'ADN. 
 
Cette première étape consiste à casser les membranes du tissu afin de libérer l’ADN des 
noyaux. L’extraction se fait au froid dans de la glace pour limiter l’activité des DNAses 
cellulaires et ainsi préserver l’intégrité de l’ADN.  
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A partir de tissus   
 
La mise en place et le choix d'une technique d'extraction de l'ADN à partir des tissus 
sont décrits dans le chapitre III (partie résultats). 
 
A partir des cellules 
 
Trois boites, correspondant au même type de traitement, sont plongées dans un bac de 
glace pour figer l’état cellulaire et éviter la dégradation de l’ADN. Le tapis cellulaire est 
gratté deux fois avec des grattoirs dans 4 ml de SET. Les fractions contenant les cellules des 
trois boites sont récoltées dans un tube de 50 ml et centrifugées 30 min à 4°C à 6 000 g. Le 
surnageant est mis de côté et conservé à -20°C, et le culot est lavé avec 4 ml de SET dans les 
mêmes conditions que précédemment décrites pendant 10 min. Le culot cellulaire est ensuite 
remis en suspension dans 800 µl de SET à 4°C et transvasé dans un micro-tube de 2 ml. 
Cent µl de SDS à 20 % sont ajoutés à l’échantillon et incubés pendant 10 min à 65 °C 
pour casser les membranes. Puis, les protéines sont précipitées par ajout de 800 µl d’Acétate 
de potassium (6 M, pH 5) pendant 30 min dans la glace. L’échantillon est ensuite centrifugé à 
15 °C, 25 min à 14000g (Sigma 1K-15, SELI, Toulouse, France). Les acides nucléiques, 
dissous dans le surnageant, sont précipités par ajout d’éthanol pur et froid (2 volumes). La 
précipitation dure toute une nuit à -20 °C. 
Le lendemain, les acides nucléiques sont récupérés après centrifugation à 14000g 
(sigma 1K-15, Toulouse, France), 15 min à 0°C. Puis, le culot est lavé avec de l’éthanol à 
90% pendant 15 min à 0°C à 14000g avant d’être solubilisé dans 500 µL de SET. 
 
1.3.2. Purification et dosage de l'ADN. 
 
Les étapes d'élimination des ARNs et des protéines, de purification par extraction 
phénol-chloroforme, de précipitation de l'ADN par l'éthanol et lavage de l'ADN pour 
l'obtention de culots d'ADN purs sont décrites dans le chapitre III (partie résultats). 
 
Estimation de la qualité et de la quantité d'ADN. 
 
Les solutions d’ADN sont mises 15 minutes au bain-marie à 37°C avant lecture au 
spectrophotomètre (Secomam, Anthelie advanced 5). L’intégralité de l’échantillon est 
transférée dans des cuves en quartz de 1 ml de contenance. La pureté et la quantité d’ADN en 
solution sont évaluées en faisant un spectre entre 220 et 320 nm. Le maximum d’absorption 
de la molécule d’ADN se situe entre 258 et 260 nm. Au delà de cet intervalle, un déplacement 
du maxima d’absorption vers 250 nm ou 280 nm indique une contamination de l’ADN par de 
l’ARN (et /ou des traces de phénol), ou par des protéines respectivement. Par conséquent sa 
purification doit être refaite à partir de cette solution. 
On calcule la quantité d’ADN de l’échantillon en considérant que 1 unité d’absorbance 
équivaut à 50 µg/ml. Des aliquotes contenant 7 µg d’ADN sont préparés à partir de la solution 
mère d’ADN et sont ensuite séchés à l’aide d’une centrifugeuse à évaporation sous vide 
(« Speedvac concentrator » de Savant). A partir de cette étape, l’aliquote d’ADN est prêt à 
être marqué. 
 
1.4. Marquage des adduits. 
 
Les différentes étapes du marquage au 32P sont schématisées dans la figure 18.   
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Figure 19: Schéma de migration des nucléotides normaux : a) autoradiographie après 
marquage des nucléotides normaux, b) autoradiographie après "enrichissement" à la nucléase 
P1. 
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 Hydrolyse de l’ADN 
 
Sept µg d’ADN sont séchés puis hydrolysés en nucléosides-3’-monophosphates par les 
actions combinées de la phosphodiestérase de rate et de la nucléase de staphylocoque pendant 
4 heures à 37 °C dans 10 µl du mélange réactionnel suivant : 
- 0,47 µl de phosphodiestérase de rate (2 mg/ml) 
- 1 µl de nucléase de Staphylocoque (3,2 mU/µg d’ADN)  
- 2 µl de tampon succinate (200 mM)/CaCl2 (100 mM), pH 6 (avec HCl pur) 
- 6,53 µl H2O ultra pure  
  
 "Enrichissement" à la nucléase P1  
 
L’ADN hydrolysé est incubé 45 min à 37 °C après avoir rajouté 5 µl du milieu réactionnel : 
- 1,5 µl de nucléase P1 (4 mg/ml) 
- 1,6 µl de ZnCl2 (1 mM) 
- 1,6 µl Acétate de Na (0,5 M, pH 5) 
- 0,3 µl H2O ultra pure  
La réaction est stoppée par l’ajout de 3 µl de Tris base (500 mM). 
 
 Marquage des adduits au 32P en position 5’ 
 
 Après "enrichissement" à la nucléase P1, les échantillons sont incubés 45 min en 
« salle chaude » (salle radioactive) à 37 °C en ajoutant 5 µl du mélange réactionnel suivant :  
- 2 µl de tampon bicine * 
- 0,32 µl de polynucléotides kinase T4 (10 UI/µl) 
- 100 µCi d’ 32P-ATP préalablement séché 
- 2,68 µl d’H2O ultra pure 
 
* le tampon bicine est constitué de la façon suivante : 500 µl de bicine 800 µM, 500 µl de 
dithiothréitol (DTT) 400 mM, 500 µl de MgCl2 400 mM, 55 µl de spermidine 400 mM, 445 
µl d’eau distillée ajusté à pH 9,8 avec de la soude. 
 
 Test d'efficacité de l'hydrolyse : marquage des nucléotides normaux 
 
2µl de la solution d'ADN hydrolysée sont prélevés et dilués (x 1200) dans de l'eau ultra-
pure. Un volume de 5µl de cette solution est prélevé et incubé en salle chaude 1h à 37°C en 
présence de 8µl d'eau ultra pure et de 5µl du mélange réactionnel suivant :  
- 2 µl de tampon bicine * 
- 0,32 µl de polynucléotides kinase T4 (10 UI/µl) 
- 100 µCi d’ 32 P-ATP préalablement séché 
- 2,68 µl d’H2O ultra pure 
 
Après une heure d'incubation, le volume réactionnel est complété jusqu'à 300µl par de 
l'eau ultra pure soit 282µl, puis 3µl sont prélevés et déposés sur une plaque de PEI-cellulose 
de 18cm de long. Celle-ci est mise à migrer 1h30 dans du tampon à 250 mM de (NH4)2SO4 et 
40 mM de NaH2PO4. La plaque est ensuite séchée, exposée 40 min à température ambiante 
puis autoradiographiée. Les nucléotides normaux sont séparés comme indiqué sur la figure 
19. 
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Figure 20 : Chromatographies successives pour la purification et la séparation des adduits sur 
des plaques de PEI-cellulose. 
Migration D3 
NaH2PO4 0,6M, Urée 7M, pH 6.4 
Migration D4 
Na H2PO4 1,7 M, pH 6  
Point de dépôt 
3 h, 25 °C 
             Migration D2 
Urée 7,7 M, formate de Lithium 4,8 M, pH = 3,5  
Rotation de 90 ° 
Découpage et transfert  
sur une nouvelle 
plaque de cellulose  
4 h, 25 °C 
16 h, 25 °C 
.
 
Une nuit, 25 °C 
Dépôts et migration D1 
(Na H2PO4 2,3 M, pH=5,7 ) 
Purification 
 
Papier Wattman 
Papier Whatman 
Papier Whatman 
SS éé
pp aa
rr aa
tt ii oo
nn   
BB i
i dd
ii mm
ee nn
ss ii o
o nn
nn ee
ll ll ee
  
LL a
a vv
aa gg
ee   
 
Matériels et méthodes. 
    
  85   
 
 Test d'efficacité de "l'enrichissement" par la nucléase P1 
 
Un volume de 50µL d'eau ultra-pure est ajouté dans le tube vidé du mélange d'adduits à 
l'ADN marqués au 32P. On réalise ainsi une dilution du mélange d'adduits qui est resté présent 
sur les parois du tube. 
Un volume de 5µL est alors prélevé et déposé sur une plaque de PEI-cellulose de 18cm 
de long. Celle-ci est mise à migrer 1h30 dans du tampon à 250 mM de (NH4)2SO4 et 40 mM 
de NaH2PO4. La plaque est ensuite séchée, exposée 40 min à température ambiante puis 
autoradiographiée. 
Ce test permet de savoir si l'hydrolysat d'ADN a bien été enrichi en adduits par le 
traitement avec la nucléase P1 qui catalyse la déphosphorylation en 3' des nucléotides 
normaux. Ceux-ci ne sont plus des substrats de la polynucléotide kinase et ne doivent donc 
pas être marqués au 32P pendant le marquage des adduits à l'ADN. Sur le film 
d'autoradiographie, les bases de l'ADN ne doivent être que d'une très faible intensité. 
 
 Séparation des adduits par chromatographies bidimensionnelles sur couche 
mince de polyéthylène-imine-cellulose 
 
Plusieurs chromatographies (figure 20) sur des plaques de PEI cellulose sont nécessaires 
afin de séparer les adduits selon leurs propriétés chromatographiques selon l’ordre suivant : 
 
A) Dépôt des échantillons et purification des adduits  (D1) 
 
A l’extrémité de chacune des plaques de cellulose de 18 cm × 13 cm, est accroché un 
papier Whatman de 20 cm de longueur. Chaque plaque est prévue pour recevoir six dépôts 
d’échantillons. Les dépôts sont espacés entre-eux de 2 cm. La migration dure 16 heures dans 
du phosphate monosodique (3 M ; pH 5,7). Le choix de la molarité en phosphate 
monosodique de ce solvant est détaillé dans la partie A du chapitre III (paragraphe 3.1.1.1). 
Ce solvant ne permet pas la migration des adduits, qui étant hydrophobes, restent au point de 
dépôt. Une fois la migration terminée, la bande de papier est jetée et la plaque est lavée deux 
fois 5 min dans de l’eau distillée sous agitation.  
Une autoradiographie des plaques (20 minutes en salle obscure, révélation, rinçage à 
l’eau distillée, fixation et rinçage à l’eau distillée) permet de vérifier la pureté de l’échantillon. 
 
B) Transfert et migration bidimensionnelle pour la séparation des adduits 
 
Migration D2. 
 
Cette étape permet de transférer le dépôt sur une plaque de cellulose de 18cm × 13 cm 
et de faire migrer les adduits dans le sens vertical de la plaque. Les points de dépôt sont 
découpés de la plaque de D1 et le transfert sur la plaque D2 se fait de cellulose à cellulose, le 
tout maintenu par des aimants. La migration est amorcée dans de l’eau distillée et les plaques 
sont ensuite placées dans des cuves avec 70 ml de solvant (Urée 7,7M, formate de Li 4,8M, 
pH = 3,5). La migration dure environ 4 heures à 25 °C. Les plaques sont ensuite lavées deux 
fois à l’eau distillée pendant 5 minutes puis séchées. Les plaques sont découpées à la 
dimension 16 × 13 cm. 
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Migration D3. 
 
La migration D3 s’effectue dans le sens perpendiculaire à la migration D2 (1/4 de tour à 
gauche) et permet de déplacer les adduits dans le sens de la largeur de la plaque. Une bande 
de papier Whatman (16 cm × 2,5 cm) est agrafée dans le sens de la longueur de la plaque sur 
le bord de la plaque. La migration est amorcée dans un solvant D3' (NaH2PO4 0,7M).  Les 
plaques sont placées dans des cuves contenant 70 ml de solvant de migration (NaH2PO4 0,6M, 
Urée 7M, pH 6,4) à 25°C. La migration dure 3 h. Après avoir éliminé le papier Whatman, les 
plaques sont lavées deux fois à l’eau distillée pendant 5 minutes puis séchées. 
 
Migration D4. 
 
La migration D4 est dans le même sens que la migration précédente. Il s’agit 
essentiellement d’un lavage permettant d’éliminer la radioactivité non spécifique et donc de 
réduire le bruit de fond. Une bande de papier Whatman (16 cm × 4 cm) est agrafée dans le 
sens de la longueur de la plaque. La migration dure une nuit dans 70 ml de phosphate 
monosodique (NaH2PO4 1,7 M, pH= 6) à 25°C. Après avoir enlevé le papier Whatman, les 
plaques sont lavées deux fois 5 minutes à l’eau distillée puis séchées et découpées au format 
9,5 cm × 14,5 cm à partir de l’origine du dépôt. 
 
1.5. Autoradiographie et quantification des adduits. 
 
Les plaques sont mises à autoradiographier avec des films ultra-sensibles (20 cm/40 cm) 
sur lesquels on pose un écran amplificateur, le tout est placé 48 h à -80°C. Les films sont 
ensuite placés dans un bain de révélateur (20 %) jusqu’à apparition des spots d’adduits (1 
minute environ), puis rincés à l’eau distillée et fixés pendant 1 minute dans un bain de 
fixateur (20 %) puis rincés successivement dans deux bains d’eau distillée. Après séchage, les 
films sont ensuite scannés. 
 
Pour la quantification des adduits, les plaques de cellulose sont scannées par un bio-
imager et les scans sont traités par le logiciel « Ambis ». Les valeurs obtenues par 
quantification au bioimager sont exprimées en coups par minute (CPM). Les taux d'adduits 
sont exprimés en adduits/ 109 nucléotides en tenant compte de la quantité d’ADN, de 
l’activité spécifique de l’ATP, de la décroissance de l’ATP et du calibrage de l’appareil. 
 
Calibrage du bioimager. 
 
Le nombre de molécules radioactives peut être déterminé en mesurant la quantité de 
leur produit de décomposition. Le radio-isotope 32P émet, en se désintégrant, des particules β, 
ayant des forts niveaux d'énergie, qui peuvent être facilement mesurées. Les méthodes de 
mesure de ces particules ne sont pas efficaces à 100% et la valeur obtenue ("coups par 
minute" ou CPM) est plus faible que le nombre réel de désintégrations ("désintégrations par 
minute" ou DPM). Le processus ne détecte donc qu'une partie des décompositions. Cette 
proportion dépend de l'efficacité du processus de détection. 
 
Il nous est nécessaire de connaître la quantité de 32P mesurée en termes absolus, c'est-à-
dire le nombre exact de désintégrations par unité de temps. On peut le déduire directement à 
partir des CPM en sachant l'efficacité du processus de comptage.  
Pour cela, nous avons réalisé une courbe de calibration de l'appareil déterminant la 
proportion des molécules qui sont détectées. Nous avons analysé 16 concentrations en ATP 
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différentes allant de 0,025 à 100nCi. Pour chaque concentration analysée cinq essais sont 
réalisés. 5µl de chaque concentration sont déposés sur plaque de PEI-cellulose et scannées au 
bioimager. Sachant que 1 Ci est égal à 2,22 x 1012 DPM, on peut estimer le nombre de DPM 
attendus. A partir des données en CPM obtenues et des valeurs en DPM estimées, on a 
déterminé une courbe étalon dont l'équation a servi de référence, dans nos expériences, pour 
passer des CPM aux DPM. Nous avons observé que l'efficacité de comptage de l'appareil 
dépend de la concentration analysée, plus la concentration en composé radioactif est basse 
plus l'efficacité sera faible. Ainsi nous avons déterminé trois intervalles de concentrations 
pour chacun desquels une équation de droite a été déterminée; ces résultats sont présentés sur 
la figure 21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21: Régressions linéaires des CPM moyens détectés par le bioimager en fonction des 
DPM estimés attendus. 
 
Des données présentées ci-dessus, nous avons déterminé les conditions suivantes pour 
nos calculs du nombre d'adduits: 
- de 1 à 60 cpm comptés, dpm = 16,883 x X cpm + 57,514 
- de 60 à 1200 cpm comptés, dpm = 13,584 x X cpm + 498,61 
- de 1200 à 13000 cpm comptés, dpm = 17,598 x X cpm – 6083,2  
 
1.6. Analyse des adduits standard. 
 
1.6.1. Etude de la migration des adduits. 
 
Pour les études de migration des adduits présentées dans la partie A du chapitre III (§ 
3.1), des dilutions des solutions mères des adduits standard ont été réalisées dans de l'eau 
ultra-pure. Ces dilutions sont conservées à -20°C. Les concentrations des solutions mères de 
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standard ont été déterminées dans le paragraphe 1.1 de ce chapitre et sont de 140x103 
fentomoles/µl soit 66037.10-6 adduits/µl pour le C-C8 OTA-3’dGMP et de 134x103 
fentomoles/µl soit 63207.10-6 adduits/µl pour le O-C8 OTA-3’dGMP. 
 
 
Les dilutions réalisées et le nombre d'adduits correspondants sont indiqués dans le 
tableau 8 ci-après:  
 
Tableau 8 : Concentrations en adduits des différentes dilutions réalisées. 
 
Concentration en fentomoles/µl Concentration en adduits/µl Dilutions réalisées C-C8 OTA-dG O-C8 OTA-dG C-C8 OTA-dG O-C8 OTA-dG
d10 14 000 13 400 6603,7 x 10-9 6320,7 x 10-9 
d50 2 800 2 680 1320,74 x 10-9 1264,14 x 10-9 
d100 1 400 1 340 660,37 x 10-9 632,07 x 10-9 
d500 280 268 132,07 x 10-9 126,41 x 10-9 
d1000 140 134 66,03 x 10-9 63,20 x 10-9 
d5000 28 26,8 13,2 x 10-9 12,64 x 10-9 
d10 000 14 13,4 6,6 x 10-9 6,3 x 10-9 
 
1.6.2. Etude des efficacités de marquage et "d'enrichissement" des adduits. 
 
Pour les études des efficacités de marquage des adduits présentées dans la partie A du 
chapitre III (paragraphe 3.2), des dilutions des solutions mères des adduits standard sont 
utilisées. Les dilutions ont été réalisées de façon à obtenir le même taux d'adduits pour 
chacun. Les dilutions testées et le nombre d'adduits correspondants sont indiqués dans le 
tableau 9 ci-dessous:  
 
Tableau 9: Quantités d'adduits analysées et taux d'adduits correspondants. 
 
Quantité analysée en fentomoles Taux d'adduits par 10
9 nucléotides 
normaux* Dilutions réalisées C-C8 OTA-dG et O-C8 OTA-dG C-C8 OTA-dG et O-C8 OTA-dG 
~d10 71 500 3,4. 105 
~d50 14 300 6,7. 106 
~d100 7 150 3,4. 106 
~d500 1 430 6,7. 107 
~d1000 715 3,4. 107 
~d5000 143 6,7. 108 
~d10 000 71,5 3,4. 109 
* le taux d'adduits est indiqué pour 5µl de solution analysée et en considérant que le 
marquage s'effectue dans des conditions identiques au marquage de 7µg d'ADN 
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2. Utilisation de lignées cellulaires. 
 
2.1. Généralités. 
 
Les cultures cellulaires, selon la définition du Comité de terminologie de l'Association 
américaine de culture de tissu (Schaeffer, 1979), correspondent au maintien en dehors de 
l'organisme de cellules non organisées en tissu mais capables de se diviser et d'exprimer in 
vitro métabolismes et fonctions spécifiques.  
Les cultures cellulaires se sont développées pour deux raisons majeures: d'une part car 
les cultures cellulaires ont atteint un très haut niveau de technicité ; d'autre part pour des 
raisons éthiques. En effet, les pays industrialisés ont pris conscience que la souffrance des 
animaux n'est pas indispensable aux progrès de la santé des humains.  
L'utilisation des cultures primaires chez l'homme est limitée par les difficultés 
d'obtention de prélèvements adéquats en particulier chez les sujets normaux. De plus, ce type 
de culture a une durée de vie limitée même dans des conditions de culture optimales 
(Gruenert et al., 1990). C'est la raison pour laquelle ont été développées des techniques 
d'immortalisation cellulaire donnant lieu à des lignées cellulaires.    
 
Sous le nom de lignées cellulaires, on regroupe :  
- 1) les lignées dérivées de tissus sains: ce sont des lignées à durée de vie limitée qui 
correspondent à la culture de cellules normales à caractère diploïde. Ces cellules 
meurent inéluctablement au bout d'un certain nombre de subcultures; cette mort étant 
précédée par une période de vieillissement. 
- 2) les lignées cellulaires dérivées de tumeurs: ce sont des lignées transformées 
immortelles qui ont acquis toutes les caractéristiques des cellules tumorales. 
- 3) les lignées cellulaires immortalisées grâce à des virus, 
- 4) les lignées résultant de transfections de matériel génétique étranger. 
Ces deux dernières lignées immortalisées (3 & 4) sont des lignées cellulaires à durée de 
vie illimitée obtenues par transfection de gènes viraux ou cellulaires immortalisants (Type T 
de SV40 ou cmyc). 
 
2.2. Avantages et inconvénients de leur utilisation. 
 
Les avantages évidents des lignées établies sont la disponibilité d'un matériel 
expérimental, en principe identique au départ et cela sans procédure d'isolement, la facilité de 
culture dans des milieux connus, et en ce qui concerne les lignées d'origine humaine, 
l'absence de restriction éthique pour l'obtention des échantillons. 
Elles conservent certaines propriétés spécifiques ; des enzymes y sont inductibles. 
Certaines fonctions "éteintes" peuvent être restaurées par un choix judicieux du milieu de 
culture. Elles peuvent aussi être apportées dans le milieu, ou encore transfectées. 
 
Cependant, elles ne sont pas toujours représentatives du tissu d'origine. Elles sont 
partiellement dédifférenciées. En général, elles sont plus résistantes aux toxiques que les 
cellules fraîchement isolées. Enfin, les lignées cellulaires sont soumises à des phénomènes de 
vieillissement et on peut voir leur phénotype évoluer avec le nombre de passage. Ceci 
entraîne des limites et des précautions d'emploi. 
 
Certains aspects importants sont difficiles à étudier sur les lignées cellulaires. Par 
exemple, l'étude de la régulation de la réplication cellulaire est délicate sur ces lignées dont la 
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transformation assure une prolifération indéfinie. Par ailleurs, certaines caractéristiques des 
contacts intercellulaires tels la présence de "tight-junctions" peuvent manquer, limitant les 
possibilités d'étude de la perméabilité cellulaire. Toutefois, ces lignées sont très utilisées en 
toxicologie et en particulier dans des études de génotoxicité et de métabolisme.      
 
Les lignées cellulaires constituent donc un outil précieux en biologie cellulaire et 
toxicologie, sous réserve d'une utilisation réfléchie pour l'étude d'un mécanisme précis.   
 
2.3. Description des lignées utilisées. 
 
Au cours de ce travail de thèse nous avons utilisé différentes lignées cellulaires pour 
étudier la génotoxicité et le métabolisme de l'OTA.  
 
2.3.1. Les cellules rénales d'opossum (OK) (ATCC CRL-1840). 
 
La lignée de cellules OK a été établie, en 1978 par Koyama et al., à partir d'un rein d'un 
opossum adulte femelle. Ces cellules sont de type épithélial, non tumorigènes. Elles possèdent 
des fonctions caractéristiques des cellules rénales tubulaires proximales, en particulier des 
récepteurs hormonaux et des fonctions de transport (Malström et al., 1987). Ces cellules ont 
été employées pour l'étude de l'accumulation de l'OTA et de sa liaison aux protéines 
(Schwerdt et al.,1996, 1999). 
 
2.3.2. Les cellules rénales humaines (ACHN) (ATCC CRL-1611). 
 
La lignée de cellules ACHN a été originellement établie par Chang & Keng (1983) à 
partir d'un adénocarcinome rénal prélevé chez un homme adulte. Ces cellules sont de type 
épithélial et sont tumorigènes. Des études ont montré que ces cellules expriment certaines 
enzymes de phase I telles que les CYP1A1 et 1B1 (fortement exprimés) à des niveaux 
constitutifs mais n'expriment pas le CYP1A2 (Masashi et al., 2002).  
        
2.3.3. Les cellules épithéliales bronchiques humaines (WI) (ATCC CCL-95.1). 
 
La lignée de cellules WI a été établie, par Girardi et al., (1965), par transformation de 
cellules bronchiques humaines par le virus SV40. Ce sont des cellules de type épithélial 
provenant d'un homme. Les cellules WI ont déjà été utilisées pour l'étude du mécanisme 
d'action de l'OTA (El Adlouni et al., 2000; Pinelli et al., 1999). Ces cellules ne montrent pas 
les activités des CYP 1A1/2, 1B, 2A, 2B mais elles expriment fortement la prostaglandine-H-
synthétase, les lipoxygénases et le CYP2C-époxygénase (El Adlouni et al., 2000) ainsi que le 
CYP3A4 (Molinié 2004).  
 
2.3.4. Les cellules hépatiques humaines (HepG2) (ATCC HB-8065).  
 
La lignée de cellules HepG2 a été établie, en 1972 par Aden et al., à partir d'un 
carcinome hépatocellulaire provenant d'un homme adulte. Ces cellules sont de type épithélial 
et sont non tumorigènes. 
Ces cellules expriment une grande variété d'enzymes de phase I (cytochromes P450 
1A1, 1A2, 2B, 2C, 3A et 2E1, arylhydrocarbone hydrolase, nitroréductase, N-déméthylase, 
catalase, peroxydase, NAD(P)H:cytochrome c reductase, cytochrome P450 reductase et 
NAD(P)H, quinone oxidoréductase) et de phase II (époxyde hydrolase, sulfotransférase, 
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glutathione S-transférase, glucuronosyl transférase et N-acétyl transférase) (Knasmüller et al., 
1998).  
Mersch-Sundermann et al., (2004) ont montré que les cellules HepG2 pouvaient être, en 
raison de leur expression endogène d'une grande variété d'enzymes métabolisant les 
xénobiotiques et les antioxydants, des indicateurs valables des composés ayant des propriétés 
génotoxiques.  
 
2.3.5. Les cellules rénales humaines (HK2) (CRL-2190). 
 
La lignée de cellules HK2 a été établie, en 1994 par Ryan et al., à partir d'un cortex de 
rein sain d'un homme adulte. Ces cellules sont de type épithélial, non tumorigènes, et 
possèdent les propriétés caractéristiques des cellules tubulaires proximales. Ces cellules ont 
été immortalisées par transfection des gènes E6/E7 du papilloma virus 16 humain (HPV-16). 
Ces cellules ont retenues les caractéristiques fonctionnelles de l'épithélium du tubule proximal 
telles que les systèmes de transport dépendant du sodium.  
 
2.4. Produits. 
 
Les cellules rénales d’opposum (OK), les cellules « rénales humaines » ACHN (CRL-
1611), les cellules rénales humaines (HK2), les cellules hépatiques humaines (HepG2) et les 
cellules épithéliales bronchiques humaines WI (26VA4) ont été obtenues chez ATCC 
(American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA).  
 
Les milieux de croissance utilisés pour les cultures cellulaires sont les suivants: 
- Eagle’s minimum essential medium/NUT Mix F-12 (D-MEM contenant 365mg/l 
de L-glutamine, 3151 mg/l de D glucose, et du pyruvate de sodium) pour la culture 
des cellules OK,  
- le milieu de croissance appelé « RPMI » ('Roswell Park memorial Institute', milieu 
1640 contenant des sels organiques, des acides aminés, des vitamines, du D-
glucose, du glutathion, du phénol et du bicarbonate de sodium avec L-Glutamine et 
24 mM d’HEPES) pour les cellules WI,  
- le milieu Eagle’s minimum essential medium (D-MEM avec glutamax, 4500 mg/l 
de D glucose, pyruvate de sodium) pour la culture des cellules HepG2 et ACHN,  
- le milieu Eagle’s minimum essential medium (D-MEM avec 1000mg/l de D 
glucose et complémenté par 2µM de glutamine) pour les cellules HK2. 
Ces milieux ainsi que le tampon phosphate salin (PBS), le tampon phosphate salin de 
"Hank" (HBSS) et la trypsine ont été obtenus chez Invitrogen Life-Technologies (Cergy 
Pontoise, France). Le tampon PBS est constitué de KCl 0.2 g/l, KH2PO4 0,2 g/l, NaCl 8 g/l, 
Na2HPO4 1,15 g/l, pH 7,4. Le tampon HBSS, utilisé pour les cellules OK, est constitué de 
KCl, KH2PO4, NaCl, Na2HPO4, et de D-glucose. La solution de trypsine est constituée de 
Trypsine (0,05%)-EDTA (0.53 mM). 
Le milieu nutritif est complémenté par 10 % de sérum de veau fœtal apportant des 
facteurs mitogènes nécessaires à la division cellulaire et par 1% d'antibiotiques 
(streptomycine et pénicilline) fournis par Life-Technologies (Cergy Pontoise, France). Les 
consommables proviennent du laboratoire Becton Dickinson. Le diméthyl sulfoxide (DMSO) 
provient de chez Sigma (France). 
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2.5. Conditions de culture. 
 
Quelque soit le type de culture choisi, trois points sont essentiels : l'emploi d'un milieu 
de culture qui a pour but de couvrir les besoins nutritifs et environnementaux fondamentaux, 
l'apport d'une aseptie la plus proche possible de l'absolu et enfin le choix d'une température de 
vie in vitro parfaitement adaptée. 
Les milieux de culture ont pour but d'être les vecteurs d'éléments nutritifs et de 
contribuer au maintien des constantes physico-chimiques. Ils doivent apporter les substances 
fondamentales pour le maintien de la vie in vitro: les sels minéraux, les sucres, les acides 
aminés et les vitamines. Il existe actuellement des milieux appelés synthétiques dont tous les 
constituants sont connus aussi bien qualitativement que quantitativement. Au milieu est 
souvent ajouté du sérum d'animaux jeunes (de veau fœtal généralement) afin d'apporter des 
facteurs de croissance et des hormones. 
Les milieux de culture, très riches contenant de 35 à 70 substances nutritives, 
correspondent à des environnements idéaux pour le développement des contaminants 
bactériens, viraux ou fongiques. C'est la raison principale pour laquelle il est indispensable de 
travailler stérilement. Ainsi tout le matériel utilisé est stérile et l'atmosphère de travail est 
maintenue stérile par l'utilisation de flux laminaires auxquels sont rajoutés des rampes UV 
entre les expériences. 
La majorité des modèles in vitro utilisés en toxicologie provenant de mammifères, la 
température idéale de culture est de 37°C. Ceci est obtenu dans des étuves parfaitement 
régulées. 
 
2.5.1. Maintien des constantes physico-chimiques. 
 
Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm2, contenant 10 ml de milieu de 
culture supplémenté en SVF et antibiotiques, à 37 °C dans une atmosphère humide et saturée 
à 5% CO2 dans une étuve stérile. Le système tampon utilisé est le bicarbonate (HCO3-) en 
équilibre avec le C02 de l'étuve, permettant de maintenir un pH de 7,4. Dans le milieu de 
culture est inclus un indicateur de pH : le rouge de bromophénol virant  au violet ou au jaune 
pour des pH respectivement, alcalins ou acides.  
 
2.5.2. Mise en culture d'une lignée cellulaire. 
 
Les souches cellulaires sont conservées dans de l’azote liquide dans 1 ml d’une solution 
de congélation (1 ml de milieu de culture contenant 10 % de DMSO, 40 % de sérum de veau 
fœtal). 
Sorti de l’azote liquide, le tube reste 1 min à température ambiante avant d’être porté à 
37 °C, 1 min dans un bain-marie. Dix ml de milieu de culture supplémenté (10 % de sérum de 
veau fœtal, 1% de pénicilline/streptomycine), préalablement chauffé à 37 °C, est versé dans 
une flasque de 75  cm2 avec 1 ml de la culture de cellule décongelée. Une nuit à 37 °C permet 
l’adhésion des cellules au support. Au bout de trois jours, les cellules ne pouvant plus se 
développer correctement due à l'épuisement du milieu de culture, il est nécessaire d'effectuer 
un passage ou repiquage pour maintenir la viabilité des cellules et l'état de culture. Cette 
opération permet l’amplification de la culture cellulaire.  
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Figure 22 : Schéma de la culture des cellules. 
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2.5.3. Passage des cellules. 
 
Cette étape consiste à réduire environ de moitié le nombre de cellules contenues dans 
les boites quand les cellules sont à confluence. Pour les cellules HK2, le repiquage est 
effectué à 80% de confluence. La figure 22 montre le protocole du passage des cellules. Le 
milieu de culture est aspiré et on ajoute 5ml de tampon phosphate salin (PBS ou HBSS) 
destiné à préparer les cellules à l'action de la trypsine. Après environ trente secondes de 
contact, le tampon phosphate est aspiré et 1ml de trypsine (non dilué pour les cellules OK et 
HK2 et dilué au demi dans du PBS pour les cellules Wi, ACHN et HepG2) est ajouté dans 
chaque flasque qui est mise à l'étuve pendant 5 min. L'action de la trypsine est arrêtée par 
l'ajout de 5ml de milieu de culture (contenant des facteurs inhibant l'activité de cette enzyme). 
Les cellules décrochées sont centrifugées 10 min à 1100g à 4 °C et le culot est remis en 
suspension dans la quantité de milieu nécessaire à l'obtention d'une solution de 106 cellules/ml 
environ. La suspension cellulaire obtenue est répartie dans différents flacons, à raison de 1ml 
par boite avec 10 ml de milieu de culture. 
Les cellules WI et OK ont une croissance rapide, elles sont repiquées tous les deux à 
trois jours. Tandis que les cellules HepG2, HK2 et ACHN sont repiquées tous les quatre à 
cinq jours. 
 
2.5.4. Mise en conservation d'une culture cellulaire. 
 
A confluence, les cellules d’une flasque, sont trypsinées pendant 5 min à 37°C avec le 
tampon trypsine décrit précédemment. Après centrifugation, le culot cellulaire est suspendu 
dans la solution de conservation préalablement décrite dans la section 2.3.2. Après 
homogénéisation, cette solution (1ml) est stockée dans un tube cryogénique plongé dans de 
l’azote liquide. 
 
2.6. Conditions de traitement. 
 
Quel que soit le type cellulaire, les traitements ont été effectués avec un milieu 
complémenté avec 5 % de sérum de veau fœtal et 1 % de pénicilline/streptomycine. 
Il est nécessaire de réaliser au préalable une amplification des cellules afin de disposer 
d'un nombre suffisant de flasques pour les traitements. 
Les cellules sont traitées par des solutions de toxines diluées dans du milieu de culture 
stérile non complémenté en SVF.  
Chaque traitement est réalisé en triplicata ainsi qu'un témoin négatif correspondant à des 
cellules recevant uniquement la solution de dilution des toxines. Pour chacune des flasques, le 
milieu de culture est aspiré et un lavage au PBS (ou HBSS pour les cellules OK) durant une 
minute est effectué. On rajoute ensuite 10 ml de milieu de culture puis les doses de 
mycotoxines sont directement introduites dans la flasque. L'incubation est réalisée à l'étuve à 
37oC selon un temps prédéfini. 
Les schémas expérimentaux du traitement des cellules par les mycotoxines sont 
détaillés dans le chapitre III (partie résultats § 2.2).  
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Figure 23 : Test de cytotoxicité cellulaire. 
 
Témoin cellulaire 
Cellules traitées par 
l’OTA et/ou la CIT 
Lignées cellulaires testées : 
WI  et OK 
Durée du traitement, 
24 heures 
Étuve 37°c 
Solution DYE, 4 heures (15 µl) 
Ajout de la solution STOP  (100 µl) 
« lecteur de plaques 96 puits » 
Étuve 37°c 
 
Traitements réalisés en triplicata  
Matériels et méthodes. 
 
  96  
3.Tests de cytotoxicité. 
 
3.1. Produits. 
 
Le test de prolifération a été réalisé sur des plaques de 96 puits de chez Falcon et fournis 
par Becton Dickinson (Le pont de Claix, France). Les réactifs viennent du kit : "celltiter 96® 
non radioactive kit proliferation assay" acheté chez Promega (Charbonnières, France) 
contenant la solution "DYE" et  la solution "STOP".  
 
3.2. Principe. 
 
Le test au MTT (Mosmann, 1983) est utilisé pour évaluer le nombre de cellules viables. 
Il est basé sur la transformation du MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl 
tétrazolium bromide) en cristaux bleus de formazan par une enzyme mitochondriale, la 
succinate déshydrogénase. Les cristaux de formazan formés sont solubilisés et sont ainsi 
détectables par spectrophotométrie à une longueur d'onde de 550 nm. Ce test est utilisé pour 
comparer la croissance des cellules contrôles à celles des cellules traitées par les molécules. 
 
Le protocole du test de cytotoxicité appliqué est celui recommandé par Promega. C’est 
un test colorimétrique fondé sur l'activité métabolique des cellules viables. Il utilise des sels 
de Tetrazolium (MTT) qui sont réduits métaboliquement en un produit coloré : le Formazan. 
L'absorbance est directement proportionnelle au nombre de cellules viables. 
Le principe du test est schématisé dans la figure 23. 
Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle : 
      (DOmoyenne des cellules traitées / DOmoyenne des cellules contrôles) × 100 ± écart-type 
 
Après détachement du tapis cellulaire collé au fond de la boite par trypsination (2 min à 
37°C), la suspension cellulaire est centrifugée à 800 g, pendant 10 min et 4°C. Après avoir 
jeté le surnageant, le culot cellulaire est repris dans 1 ml de milieu pour effectuer le comptage 
des cellules. Les cellules contenues dans une goutte de cette solution homogène sont 
comptées sur « cellule de Mallassez ». Chaque puit de la plaque de 96 puits est ensemencé 
avec 5555 cellules. Après une nuit d’adhésion des cellules sur le support à 37 °C, 10 µl des 
concentrations de toxines à tester, sont ajoutés, en triplicata, dans les puits pendant 24 h à 37 
°C. De même, un témoin sans traitement est réalisé par l’ajout de 10 µl de milieu. A la fin de 
l’incubation, 15 µl de solution « DYE » contenant les sels de tetrazolium sont ajoutés pendant 
4 h. La réaction est ensuite arrêtée avec 100 µl de la solution « STOP » qui fait précipiter le 
sel de Formazan. Après une nuit à 37 °C, l’absorbance de chaque puit est mesurée grâce à  un 
lecteur de plaques 96 puits à 570 nm. 
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Figure 24 : Schématisation des étapes de l'extraction des microsomes à partir de tissus. 
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4. Utilisation de microsomes pour l'étude de l'adduction à l'ADN 
et de la métabolisation. 
 
Les microsomes sont des vésicules qui n’existent pas dans la cellule à l’état naturel. Ce 
sont des vésicules du réticulum endoplasmique, qui se forment lors de l’extraction, présentant 
essentiellement vers l’extérieur la partie catalytique active des cytochromes P 450. Ainsi, 
l’obtention de ces vésicules nous permet d’étudier ces activités lors d'incubations in vitro. Les 
microsomes ont été extraits sur des organes de porcs (foie et rein: cortex et medulla) et de rats 
(poumons, testicules et reins). 
La figure 24 schématise les différentes étapes de la préparation des microsomes à partir 
de tissus. Cette technique consiste en une série de centrifugations et d’ultracentrifugations 
(100 000g) pour isoler et purifier ces vésicules. Chacune des étapes est réalisée au froid (glace 
et chambre froide) pour ne pas perdre l’activité enzymatique. 
 
4.1. Préparation des microsomes à partir de tissus. 
 
4.1.1. Produits. 
 
Le chlorure de potassium (KCl), Le PMSF (fluorure de phényl-methyl-sulfonate, 99%), 
le DTT (Dithiothréitol), l’Aprotinine proviennent de Sigma (St Quentin Fallavier, France). 
L’hydrogénophosphate disodique dihydraté, le phosphate de potassium et l’EDTA sont 
fournis par VWR (Fontenay sous bois, France). 
 
4.1.2. Broyage des tissus. 
 
Les tissus (de 0,5 g à 3 g) sont broyés dans un tampon d’homogénéisation (KCl 1,15 %, 
Na2KPO4 50 mM, pH 7,4) à l’aide d’un Potter en effectuant une quinzaine d’aller retour. Le 
volume de tampon est trois fois celui du poids de tissus à broyer (3 ml/g). Le tampon est 
supplémenté extemporanément avec du PMSF (10µg/ml au final) et de l’Aprotinine (5µg/ml 
au final).  
 
4.1.3. Elimination des débris cellulaires. 
 
Le broyat est récupéré et centrifugé à 9000g et à 4°C pendant 20 min. Les débris 
cellulaires du culot sont ainsi éliminés et le surnageant est transféré dans un nouveau tube 
propre. 
 
4.1.4. Obtention et purification des microsomes. 
 
Les tubes sont ultracentrifugés à 100 000g pendant 1 h à 4 °C. Le surnageant (S9) est 
mis de côté car il contient les enzymes cytosoliques. Après aliquotage, le surnageant est 
immédiatement stocké à – 80°C. 
Le culot contient les microsomes mais est souvent recouvert de glycogène et de gras qui 
seront éliminés lors du lavage. Les culots sont repris dans 500 µl de tampon de reprise 
(Na2KPO4 50 mM, KCl 0,15 M, EDTA 1 mM, dithiothréitol (DTT) 1 mM, glycérol 20%, pH 
7,4) et ultracentrifugés à 100 000g pendant 1 h à 4°C. Le surnageant est jeté et le culot de 
microsomes est repris dans un minimum de tampon de reprise (de 50µl à 100µl), puis aliquoté 
et stocké immédiatement au – 80°C. 
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4.2. Dosage des protéines totales. 
 
Le dosage des protéines totales a été effectué sur les microsomes. La quantité de 
protéines est dosée par la méthode de Bradford dont le réactif est acheté chez Amresco (Ohio, 
USA). Après ajout du réactif, les échantillons sont laissés quelques minutes dans le noir et les 
valeurs d’absorbance (A) sont mesurées au spectrophotomètre (Secomam, Anthelie advanced) 
à 595 nm. Pour déterminer la concentration en protéines de chaque échantillon, les valeurs 
d’absorbance sont reportées sur une courbe étalon déterminée à partir d’une solution 
d'albumine sérique bovine (BSA) à 0,5mg/ml (Sigma) diluée à différentes concentrations soit 
25µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml et 100µg/ml. 
 
4.3. Conditions d'incubations des microsomes. 
 
4.3.1. Produits. 
 
L’ADN de sperme de saumon, le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
(NADPH), le chlorure de lithium (LiCl), la glucose-6-phosphate déshydrogénase, le glucose-
6-phosphate et l’acide arachidonique (AA) proviennent de chez Sigma (St Quentin Fallavier, 
France). Les oligonucléotides proviennent de chez Genset (France) ; ils sont décrits dans le 
premier paragraphe de ce chapitre (§ 1.1.5). Le méthanol, de qualité ultrapure, provient de 
chez ICS (France). Avant utilisation, l’ADN de sperme de saumon est re-purifié afin 
d’éliminer toute trace de protéines et d’ARN. 
 
4.3.2. Procédures d'incubation des microsomes pour l'analyse des adduits à l'ADN. 
 
Analyse de la formation d'adduits à l'ADN par l'OTA et l'OTHQ. 
 
70µg de protéines microsomales (provenant de medulla de porc mâle traité OTA) sont 
incubées in vitro en présence de 70µg d’ADN et de 1µM d'OTA ou de 1µM d'OTHQ dans un 
volume final de 200µl (tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). Le mélange est pré-
incubé à 37°C pendant 3 min avant addition du cofacteur et du substrat. Afin d’étudier la 
formation des adduits à l’ADN via la voie des Cytochromes P 450 (CYP), le NADPH (10µl, 
10mg/ml) est ajouté. De l’AA (10µl, 1mg/ml) est ajouté comme co-substrat des 
cyclooxygénases (COX) et lipooxygénases (LOX). Chacun des mélanges est ensuite incubé à 
37°C pendant 45 min. Deux contrôles sont systématiquement ajoutés :  
             -   1) incubation d’ADN en présence d'OTA ou d'OTHQ sans microsomes,  
-   2) incubation de microsomes seuls.  
 
Analyse de la formation, par l'OTA, d'adduits sur des oligomères. 
 
0,3 mg de protéines microsomales (provenant de medulla de porc mâle traité OTA) sont 
incubées in vitro en présence de 320µg d’oligomères et de 100µM d'OTA dans un volume 
final de 800µl (tampon Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). Le mélange est pré-incubé à 
37°C pendant 3 min avant addition du cofacteur NADPH (40µl, 1mg/ml). Chacun des 
mélanges est ensuite incubé à 37°C pendant 45 min. Deux contrôles sont systématiquement 
ajoutés : 
-   1) incubation d’oligomère sans microsomes,  
-   2) incubation de microsomes seuls.  
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4.3.3. Purification des ADN et oligomères incubés avant analyse des adduits formés. 
 
Les incubations réalisées contiennent beaucoup de protéines qui vont interférer dans 
l'analyse des adduits réalisée par post-marquage pour l'ADN et par spectrométrie de masse 
pour les oligomères. Une étape de purification est donc nécessaire.  
Après incubation, le mélange réactionnel est repris avec 80µl d'un mélange de RNAse A 
(20 mg/ml) et RNAse T1 (20µg/ml) et incubé deux heures à 37°C. Vingt cinq µl de protéinase 
K (PK, 75 mg/ml dans du SET) sont ajoutés au mélange réactionnel et incubés pendant 1 h à 
37 °C. Pour chaque échantillon, on ajoute du phénol, volume à volume, sur la phase aqueuse 
contenant l’ADN. Le contact des deux phases est assuré par une agitation de 20 min sur table 
agitante à température ambiante. Puis, la phase aqueuse est séparée de la phase organique par 
centrifugation (15 min, 15 °C, 14000g). Une extraction est réalisée avec un mélange de 
chloroforme et d’alcool isoamylique (24 ⁄ 1), volume à volume, sous agitation (20 s). Une 
centrifugation de 5 minutes permet de récupérer la phase aqueuse dépourvue de toute trace de 
phénol. L’ADN est précipité par ajout d'éthanol froid pur (cinq volumes) et 80µl de chlorure 
de lithium (LiCl) (4M) à -20 °C pendant une nuit. Une centrifugation de 30 minutes à 14000g 
et 0°C permet d’obtenir un culot d’ADN qui est ensuite lavé quatre fois à l’éthanol 80% (15 
min, 0°C). Après évaporation des gouttes résiduelles d’éthanol, l’ADN purifié est dissous 
dans 400µl d’eau ultra pure toute une nuit. 
 Les échantillons sont alors dosés au spectrophotomètre. 
  
4.3.4. Procédure d'incubation des microsomes pour l'étude des dérivés de l'OTA. 
 
Un mg de protéines microsomales sont incubées in vitro en présence de 25µg d’OTA 
(155µM) et de cofacteur (NADPH, AA ou les deux simultanément) dans un volume final de 
400µl (tampon Tris-HCl 20 mM, KCl 0,1mM, pH 7,4). Le mélange est pré-incubé à 37°C 
pendant 3 min avant addition du cofacteur et du substrat. Afin d’étudier la formation des 
métabolites via la voie des Cytochromes P450 (CYP), le NADPH (0,3mM) est ajouté en 
présence d'un système de régénération du NADPH (Glucose-6-phosphate déshydrogénase à 
0,5U/ml et Glucose-6-phosphate 3mM). De l’AA (10µl, 1mg/ml) est ajouté comme co-
substrat des cyclooxygénases (COX) et lipooxygénases (LOX). Chacun des mélanges est 
ensuite incubé à 37°C pendant deux heures. Deux contrôles sont systématiquement ajoutés :  
-   1) incubation d’OTA sans microsomes, 
-   2) incubation de microsomes seuls.  
  
Après incubation, la réaction est stoppée par ajout de trois volumes de méthanol glacé. 
Les échantillons sont centrifugés 5 min à 14000g et 4°C pour précipiter les macromolécules. 
Les surnageants contenant l'OTA et ses métabolites sont récupérés et conservés à -20°C 
jusqu'à leur analyse en HPLC. 
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5. Traitement des animaux. 
 
5.1. Traitement des porcs. 
 
Les porcs ont été traités par l'équipe du Pr. Heino Rosner dans le cadre d'une 
collaboration. Nous disposons de deux lots d'animaux (mâles et femelles) ; des animaux ayant 
été exposés à l'OTA et des animaux "contrôles" n'ayant pas subi ce traitement.  
 
L’étude est réalisée durant une période de 18 jours. Le traitement des porcs s’effectue 
après mélange de la nourriture avec de l’ochratoxine A en poudre, à des taux de 18µg/kg de 
poids corporel et par jour. 
Deux groupes d’animaux ont été désignés et traités comme suit : un lot traité par l'OTA et un 
lot témoin.  
 Les animaux ont été infectés par Haemophilus parasuis, après 15 jours de traitement, 
pour produire une pneumonie. Au 18ème jour, le foie et les reins, séparés en cortex et medulla, 
de chacun des animaux ont été prélevés et sont conservés à - 80°C. 
 
Ces échantillons ont été utilisés pour les études de métabolisation de l'OTA (chapitre 
IV, § 2.1.1), mais aussi pour l'étude de la formation d'adduits in vitro (chapitre III, § 5.1). 
 
5.2. Traitement des rats. 
 
Traitement des rats pour les études de métabolisation. 
 
Les rats ont été traités par l'équipe du Pr. Peter Mantle dans le cadre du projet européen 
dans lequel s'inscrit ce travail de thèse. Nous disposons de deux lots d'animaux mâles, des 
animaux ayant été exposés à l'OTA et des animaux témoins n'ayant pas subi ce traitement.  
Les rats, de l'espèce Fisher, ont été exposés à des doses quotidiennes d'OTA de 100µg 
représentant 300µg d'OTA / kg de poids corporel. Nous disposons pour notre étude du foie, 
des poumons et des testicules d'animaux ayant été traités pendant 11 mois.    
Ces échantillons ont été utilisés pour les études de métabolisation de l'OTA (chapitre 
IV, § 2.1.2). 
 
Traitement des rats pour les études d'adduction de l'OTA sur l'ADN. 
 
Des reins de rats nous ont été donnés par le Pr. P. Mantle dans le cadre d'une étude de 
recherche des adduits à l'ADN de l'OTA. Cette étude ainsi que les traitements des animaux 
sont décrits dans le chapitre III (§ 4). 
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6. Techniques analytiques.   
 
6.1. Produits et matériels. 
 
Le chlorure de potassium (KCl), le chlorure de magnésium (MgCl2), l’acétate de 
sodium trihydraté (C2H3NaO2, 3H2O), l'hydroxyde de sodium (NaOH) et l’acide sulfurique à 
95% (H2SO4) de qualité « pour analyse » sont fournis par VWR international, France. Le 
formate d'ammonium (CH5NO2) provient de chez Acros Organics (Belgique). L'acide 
formique (CH2O2) est de qualité ultrapure compatible avec la spectrométrie de masse ; il 
provient de VWR (France).   
L’acétonitrile (C2H3N), le chloroforme (CHCl3), l’acide chlorhydrique (HCl) à 37%, le 
méthanol (CH4O), le propanol-2 (C3H7OH), l’acide orthophosphorique à 85% (H3PO4) et 
l’acide acétique glacial (CH3COOH) sont des solvants de qualité ultrapure, compatibles avec 
une analyse HPLC : ils sont fournis par ICS (France) sous la marque Scharlau Chemie S.A. 
(Barcelone, Espagne). L’ensemble des solutions est préparé avec de l’eau milliQ, ultra-
purifiée et déminéralisée. 
Les membranes en nylon de 0,45µm utilisées pour le dégazage des phases mobiles, les 
flacons en verre d’une contenance de 1,5 ml, les flacons en plastique de 250µL ainsi que 
l’ensemble des consommables HPLC (joints, capuchons, raccords...) sont fournis par ICS, 
France. 
Les filtres 0,2µm SPARTAN RC 13 mm utilisés pour la filtration des échantillons 
avant leur passage en HPLC, sont fournis par Schleicher & Schuell, France. 
La verrerie de laboratoire (erlenmeyer, éprouvettes graduées, fioles jaugées, pipettes), 
est distribuée par VWR international. 
L’ochratoxine A et l'ochratoxine B sont fournies par Sigma-Aldrich, France. L'OTHQ 
et l'OTQ-GSH sont fournies par le Pr. Manderville, les formes hydroxylées 10-OHOA, 4R- et 
4S-OHOA ont été fournies par le Dr Størmer.  
La carboxypeptidase A, d’origine pancréatique bovine à 1000 unités/ml, et le trizma 
base sont fournis par Sigma-Aldrich, France . 
Les tubes en polypropylène de capacité 15 et 25 ml sont fabriqués par Falcon et 
distribués par Becton-Dickinson, France. 
L’ensemble du matériel de laboratoire est décontaminé par une solution d’hypochlorite 
de sodium (NaOCl) à 4%. 
 
6.2. Appareillage. 
 
L’eau milliQ ultrapure est obtenue après passage d’eau distillée sur une cartouche de 
charbon actif, deux colonnes échangeuses d’ions et une machine Barnstead fournies par 
Fisher Bioblock, France.  
Un spectrophotométre UV (Anthelie 5 advanced) de la marque SECOMAM sert à 
quantifier les solutions standard de mycotoxines.  
L’agitateur orbital Heidolph unimax 2010 est fourni par VWR international, France. Le 
bain à ultra-sons est de la marque NEY. L’évaporateur rotatif avec un bain thermostaté est de 
la marque Buchi. 
La centrifugeuse à évaporation sous vide "Speedvac concentrator", adaptée pour la 
réception des tubes eppendorf, provient de chez Savant. 
La centrifugeuse réfrigérée Sigma 4 K 15 et adaptée pour la réception de tubes de type 
Falcon de capacité 50 et 15 ml provient de chez Fisher Bioblock Scientific, France. 
Les pompes alimentant le système en phase mobile sont distribués par ICS, France . 
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Les phases stationnaires utilisées sont des colonnes chromatographiques Prontosil (25 
*0,40 cm) 120-3-C18 . En amont de la colonne chromatographique est placée une précolonne 
(ULTRASEP) de silice portant des greffages C18, de longueur 1 cm et de granulométrie 
10µm. La colonne et la pré-colonne sont fabriquées par Bischoff, et fournies par ICS, France. 
La détection est assurée par un fluorimètre Hitachi, Fl detector L-7485 Lachrom 
distribué par Merck. La chaîne possède un injecteur manuel de la marque ICS. 
Le système d’acquisition des données est le logiciel NORMASOFT commercialisé par 
ICS, France. 
 
6.3. Analyses par Chromatographie en phase Liquide de Haute 
Performance. 
 
6.3.1. Principe.  
 
La Chromatographie en Phase Liquide Haute Performance ou HPLC est une technique 
analytique qui permet la séparation d’un ou de plusieurs composés, contenus dans un  
mélange, en vue de leur caractérisation et de leur quantification : le système permettant 
d’effectuer cette séparation est appelé système de phases et est composé de la phase 
stationnaire et de la phase mobile. La méthode de chromatographie HPLC utilisée pour la 
séparation et la caractérisation des mycotoxines est la chromatographie d’adsorption en phase 
inverse. La phase stationnaire utilisée est constituée de groupements C18 greffés sur un 
support de silice. 
 
6.3.2. Description du système. 
 
La chaîne HPLC est constituée de divers éléments schématisés ci-après sur la figure 25: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Schéma d’une chaîne HPLC 
 
La phase mobile alimente le chromatographe en permanence : elle est délivrée dans le 
système par une pompe dont le débit est modulable. Les composés à séparer, en suspension 
dans un solvant, sont prélevés grâce à une seringue puis chargés dans le chromatographe par 
l’injecteur au niveau de la boucle d’injection. Les molécules sont entraînées par la phase 
  Phase(s) mobile(s) 
 
A B 
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mobile vers la colonne chromatographique contenant la phase stationnaire. L’affinité des 
composés pour la phase stationnaire déterminera leur rétention. Un détecteur fluorimètrique 
suit en permanence l’élution du composé et le signal obtenu est enregistré au niveau de 
l’ordinateur. Une bonne séparation des composés d’intérêt, grâce à l’utilisation de phases 
mobiles et stationnaires adaptées à ceux-ci, permettra d’observer au niveau de l’intégrateur un 
pic isolé, fin et symétrique dont la surface est fonction de la concentration de la solution 
analysée en ce composé . 
L’enregistrement et l’analyse des chromatogrammes sont effectués par un logiciel 
adapté (Normasoft). La concentration en mycotoxines est calculée à l’aide d’une courbe 
étalon préalablement établie avec des solutions de mycotoxines de concentrations connues. 
 
6.3.3. Paramètres d'analyse. 
 
La phase mobile est délivrée par la pompe à un débit défini en fonction de la phase 
utilisée, afin d’obtenir une pression, variable lors de l'utilisation de la chaîne HPLC en mode 
gradient, de 20mPa à maximum 30mPa dans la colonne chromatographique. Le volume 
d’échantillon prélevé et injecté manuellement (vanne d'injection rhéodyne de chez ICS) dans 
le système est de 20µL. 
 
Différents types de phases mobiles sont utilisés : 
 
Analyses HPLC réalisées en conditions isocratiques. 
 
La composition de la phase mobile reste identique sur toute la durée de l’analyse. Nous 
avons testé deux phases différentes. 
 
- phase "El Adlouni" :  
300 ml Méthanol,  
300 ml Acétonitrile,  
400 ml eau,  
0,164g Sodium acétate,  
14 ml acide Acétique   
 
- phase "Molinié" :  
600 ml acide Ortho-phosphorique (H3PO4) à 0,33M,    
400 ml Acétonitrile,  
50 ml Propanol-2 
 
Analyses HPLC réalisées en conditions de gradients. 
 
La composition de la phase mobile varie, au cours de l’analyse, d'un solvant A à un 
solvant B dans des proportions déterminées au préalable. Les schémas des gradients sont 
présentés dans la figure 26. 
 
- phase "Li" :  
Solvant A: 225 ml Méthanol, 25 ml isopropanol 
Solvant B: Eau acidifiée par acide Ortho-phosphorique (H3PO4) 
Gradient : T0 28% A, T5min 28% A, T12 min 45% A, T18min 45% 
A, T28min 75% A, T31min 90% A, T39min 90% A, T41min : 28% 
A. (figure 26 a)   
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Figure 26: Schématisation des gradients utilisés en HPLC. a) gradient "Li", b) gradient 
"Zepnik, c) gradient "nouvelle phase". 
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- phase "Zepnik" :   
Solvant A : Méthanol acidifié par 0,05% TFA 
Solvant B : Eau acidifiée par 0,05% acide Trifluoroacétique (TFA) 
Gradient : T0 100% A, T100min  100% B, T105min 100% B,      
T115min 100% A (figure 26 b)  
 
 
- nouvelle phase :  
Solvant A: 200 ml Méthanol, 200 ml Acétonitrile, 600 ml eau, formate 
d'ammonium 0,34g (6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5   
Solvant B: 350 ml Méthanol, 350 ml Acétonitrile, 300 ml eau, formate 
d'ammonium 0,34g (6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5   
Gradient : T0 100% A, T10min  100% A, T25min 30% A, T45min 
0% A, T55min 0% A, T58min 100% A (figure 26 c) 
 
La durée de l’analyse dépendra du type de phase mobile utilisé, de la longueur de la 
colonne chromatographique, du débit de la phase mobile ainsi que du mode (isocratique ou 
gradient). 
Dans le tableau 10, sont rapportés des exemples de temps de rétention obtenus pour 
certaines ochratoxines étudiées (OTA, OTB, OP-OA) en fonction des paramètres des 
systèmes chromatographiques étudiés. La phase stationnaire est constituée d’une colonne 
chromatographique Prontosil 120-3-C18 de 25 cm ; la détection se fait par fluorimétrie 
(excitation 340 nm, émission 465 nm).  
 
Tableau 10 : Paramètres de l’analyse des ochratoxines par HPLC. 
Phase mobile Débit (ml/min) Analyte 
Temps de rétention 
(min) 
Durée de l'analyse 
(min) 
"El Adlouni" 0,8 
OTA 
OTB 
OP-OA 
15,21 
8,85 
5,35 
25 
"Molinié" 0,8 
OTA 
OTB       
OP-OA 
24,85 
12,39 
7,97 
35 
"Li" 0,7 
OTA 
OTB 
OP-OA 
32,16 
30,42 
29,53 
45 
"Zepnik" 0,7 
OTA 
OTB 
OP-OA 
76,28 
70,13 
69,10 
115 
"nouvelle phase" 0,5 
OTA 
OTB 
OP-OA 
44,70 
34,80 
28,51 
65 
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Figure 27: Processus d'électrospray (ESI)- Schéma de principe. (d'après Gaskell S.J., 1997)  
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6.3.4. Protocole pour l'analyse d'échantillons par HPLC. 
 
Lors de la première utilisation, la colonne chromatographique est conditionnée toute 
une nuit par le passage d’un mélange d’acétonitrile/eau (85/15, v/v) à un débit de 0,24 ml par 
minute. Elle est ensuite conditionnée pendant 30 minutes par passage de la phase mobile 
utilisée pour l’analyse à un débit de 0,8 ml par minute lors de l'utilisation en mode isocratique. 
En mode gradient, la colonne est conditionnée pendant 30 minutes par passage de la phase A 
à un débit de 0,5 ml/min puis un premier cycle est réalisé. Après ces étapes de préparation de 
la colonne chromatographique, l’analyse des échantillons peut débuter. Des standards 
externes, correspondant à des solutions de mycotoxines pures, sont injectés intercalés dans la 
série d’échantillons. 
 
6.4. Analyses par Spectrométrie de Masse (MS). 
 
6.4.1. Principe.  
 
La contribution de la spectrométrie de masse aux connaissances actuelles en biologie 
reste encore relativement modeste. Cependant, la spectrométrie de masse en mode 
électrospray (ESI pour ElectroSpray Ionization) est maintenant considérée comme essentielle 
dans ce domaine. Bien que le mécanisme de l'électrospray ne soit pas encore bien élucidé, le 
processus peut être simplement décrit. Une solution d'échantillon est introduite dans un 
capillaire qui est porté à un haut potentiel électrique. Le champ électrique intense appliqué à 
la sortie du capillaire provoque la formation d'un nuage de gouttelettes chargées qui traversent 
simultanément un gradient de champ électrique et un gradient de pression dans la direction de 
l'analyseur du spectromètre de masse. 
Pendant ce transport, la taille des gouttelettes diminue par évaporation du solvant par 
explosions "coulombiennes" successives (divisions spontanées de la gouttelette chargée en 
gouttelettes plus petites, provoquées par une charge surfacique très élevée) (voir Figure 27). 
L'application d'une pression à l'entrée du capillaire peut faciliter la nébulisation, suivant le 
débit utilisé et la composition du solvant (Gaskell S.J., 1997). De plus, un flux de gaz (de 
l'azote en général) peut être appliqué à l'interface pour aider à l'évaporation du solvant. 
Certaines interfaces sont aussi chauffées. Les ions formés sous pression atmosphérique sont 
alors canalisés par un ensemble d’échantillonneurs, c'est-à-dire un ensemble d’orifices sous 
pompage, vers l’analyseur où règne un vide poussé. 
 
L'analyseur permet de filtrer les ions en fonction de leur rapport m/z. Différents types 
d'analyseurs existent, comme les analyseurs quadripolaire ou en temps de vol. Nous avons 
utilisé un analyseur à piège à ions.  
 
6.4.2. Description du système. 
 
Les analyses par spectrométrie de masse (MS) ont été réalisées sur un spectromètre de 
masse LCQ à piège à ions (Ion Trap IT) (Finnigan MAT, San Jose, USA) doté d'un système 
d'ionisation par nano-électronébulisation (Electrospray ionisation ESI). Les analyses par 
nano-ESI-IT-MS sont réalisées avec une source de nano-ESI commerciale (The Protein 
Analysis Co., Odense, Denmark) utilisant des capillaires en verre (The Protein Analysis Co.). 
Ces capillaires sont positionnés, grâce à un stéréomicroscope, à une distance d'environ 1mm 
du trou d'entrée du capillaire de transfert chauffé. Les capillaires sont recouverts de palladium 
et d'or pour le contact électrique. Les capillaires de verre sont remplis avec 5µL de la solution 
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à analyser. En mode nanoESI, aucun gaz nébuliseur n'est requis. Pour l'analyse, le voltage de 
l'aiguille de nano-ESI est fixé à 700V et le capillaire de transfert est chauffé à 150°C. Toutes 
les expériences ont été réalisées en utilisant la fonction "Automatic Gain Control" (AGC) 
grâce à laquelle le temps d'accumulation est automatiquement ajusté par l'enregistrement de 
l'abondance en ion (maximum 800ms). Le logiciel d'acquisition des données utilisé est 
Xcalibur 1.2 de ThermoQuest (San Jose, USA).  
 
6.4.3. Préparation des échantillons pour l'analyse en nanoESI-IT-MS. 
 
La préparation de l'échantillon est a priori simple: le composé à analyser doit être 
dissout à une concentration de 0,01 à 10 pmol/µL dans un solvant de type méthanol. Il est 
possible pour améliorer l'ionisation et donc le niveau de détection d'ajouter 3 à 5% (v/v) 
d'acide acétique (ou 1% d’acide formique) pour le mode positif ou 5 à 50 mM d'acétate 
d'ammonium (ou en présence de NH4OH), pour le mode négatif. De nombreux solvants 
organiques sont compatibles avec l'ESI. Cependant les tensioactifs, les substances non 
volatiles, et les sels sont très mal tolérés. Les sels perturbent le processus d'électrospray et 
forment une série d'adduits de type M+Na+, M+K+, M+H+Na2+, etc., ce qui complique le 
spectre et diminue la sensibilité. Les débits dans le capillaire d'injection sont de l'ordre du 
nL/min pour le nanoESI. Il est donc important de disposer d'échantillons dépourvus de sels et 
de débris qui pourront rapidement boucher le capillaire.  
Les échantillons à analyser, métabolites standard ou dérivés inconnus, sont d'abord 
séparés par passage en HPLC sur la nouvelle phase développée au cours de cette thèse (mode 
gradient). En effet, nous avons dû développer une nouvelle phase qui soit compatible avec la 
spectrométrie de masse, c'est-à-dire qui soit volatile et qui ne contienne ni sels, ni tensioactifs. 
Les différents échantillons sont récoltés en sortie d'HPLC puis séchés par évaporation sous 
vide. Le culot est alors repris dans un eppendorf avec 50 ou 100µL de méthanol. L'échantillon 
est centrifugé 5 min à 6000g afin de précipiter les éventuels débris ou impuretés. Le 
surnageant est repris et conservé à -20°C jusqu'à analyse en nanoESI-IT-MS.   
 
6.4.4. Conditions d'analyse des métabolites. 
 
L'OP-OA a été analysée en mode ion négatif, le spectre de masse complet est réalisé sur 
la fenêtre m/z[100-800], en MS2 sur m/z[115-300] et en MS3 sur m/z[90-350]. L'isolement de 
l'ion, de l'OP-OA standard et du composé extrait à partir des incubations, se fait à l'intérieur 
de 1 m/z, l'énergie de collision est de 55% en MS2 et de 60% en MS3, l'activation Qz de 
0,25ms et le temps d'activation de 30ms.  
 
L'OTB a été analysée en mode ion négatif, le spectre de masse complet est réalisé sur la 
fenêtre m/z[100-700], en MS2 sur m/z[100-400] et en MS3 sur m/z[85-330]. L'isolement de 
l'ion, de l'OTB standard et du composé extrait à partir des incubations, se fait à l'intérieur de 1 
m/z, l'énergie de collision est de 60% en MS2 et de 60% en MS3, l'activation Qz de 0,25ms et 
le temps d'activation de 30ms.  
   
Le dérivé déchloriné de l'OTA a été analysé en mode ion négatif, le spectre de masse 
complet est réalisé sur la fenêtre m/z[105-1000], en MS2 sur m/z[105-400] et en MS3 sur 
m/z[75-300]. L'isolement de l'ion de ce composé extrait à partir des incubations de cellules 
OK, se fait à l'intérieur de 1 m/z, l'énergie de collision est de 45% en MS2 et de 50% en MS3, 
l'activation Qz de 0,25ms et le temps d'activation de 30ms.     
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6.5. Préparation de solutions standard de toxines. 
 
Les mycotoxines reçues en poudre (OTA, OTB, OTHQ, OTQ-GSH) sont mises en 
suspension dans du méthanol ultra pur. Un milligramme de toxine est pesé sur la balance de 
précision et remis en suspension dans un millilitre de solvant.  
Pour l'OTA et l'OTB, cette solution mère est diluée cent fois et la concentration de la 
solution diluée est déterminée avec précision par mesure de l’absorbance au 
spectrophotomètre selon les paramètres suivants :  
- Pour l’OTA (PM = 403.8 g/mole) 
 Absorbance : 330 nm. A cette longueur d’onde, le coefficient d’absorption molaire de 
l’ochratoxine A dans le méthanol est de 5500 mol-1 cm-1. 
- Pour l'OTB (PM = 250.3 g/mole) 
 Absorbance : 321 nm. A cette longueur d’onde, le coefficient d’absorption molaire 
dans le méthanol est de 5490 mol-1 cm-1. 
- Pour l’OTHQ (PM= 385 g/mole) 
On distingue l'OTHQ sous deux formes: sa forme OTHQ1 et sa forme dianionique 
OTHQ2 (OTHQ2-). Absorbance OTHQ1: 350 nm. A cette longueur d’onde, le coefficient 
d’absorption molaire dans le méthanol est de 5952 mol-1 cm-1. 
       Absorbance OTHQ2: 396 nm. A cette longueur d'onde, le coefficient 
d'absorption molaire dans le méthanol est de 11 808 mol-1 cm-1. 
 
La loi de Beer-Lambert permet de déterminer la concentration en toxine de la solution 
après lecture de l’absorbance selon la formule :  
DO= ε l C  
où l est la largeur de la cuve en cm  
C la concentration en toxine en mole/L 
ε le coefficient d’absorption molaire de la toxine en mol-1 cm-1 
 
 Préparation de dérivés standard de l'OTA. 
 
Préparation de l'OP-OA et des formes ouvertes. 
 
Les formes ouvertes des ochratoxines A et B ainsi que de leurs dérivés OTα et OTβ, 
nommées respectivement OP-OA, OP-OB, OP-OTα et OP-OTβ, ont été préparées in vitro au 
laboratoire d'après le protocole de Xiao et al. (1996). La procédure est basée sur le fait que le 
cycle lactone est hydrolysé en présence d'une base forte.  
Un milligramme d'OTA ou d'OTB est pesé sur la balance de précision et remis en 
suspension dans 300µl de DMSO auxquels sont ajoutés 300µl de NaOH (1N). Les standards 
OTα et OTβ, qui sont déjà en solution dans du méthanol, sont séchés par évaporation sous 
vide puis le culot est repris par un volume de DMSO pour un volume de NaOH (1N). Le 
mélange réactionnel est incubé à température ambiante durant 24h, puis il est conservé à 4°C. 
Les solutions de standard seront diluées au moment de leur analyse en HPLC.   
 
Préparation des formes OTα et OTβ. 
 
L'OTA et l'OTB sont hydrolysées respectivement en OTα et OTβ sous l'action de la 
carboxypeptidase A. Un milligramme de chaque ochratoxine est pesé sur la balance de 
précision et remis en suspension dans 975µl de tampon (TrisHCl 0.04 M - NaCl 1 M, pH 6,4). 
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Figure 28 : Schéma de l’extraction des ochratoxines à partir de matériel biologique. 
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25µl de carboxypeptidase A sont ajoutés aux solutions de toxine et incubés 24 heures à 
température ambiante.  
Afin d'extraire les formes OTα et OTβ, le mélange réactionnel est acidifié à pH 2,5 par 
addition d'environ 20µl d'HCl à 1M; 1ml de chloroforme est ajouté. Le mélange est agité 
pendant trois minutes puis centrifugé 20 min à 1500g à 15°C. La phase chloroformique 
inférieure est prélevée puis séchée par évaporation sous vide. L'extrait sec est dissout dans 
500µl de méthanol et les solutions d'OTα et d'OTβ sont conservées à -20°C.  
 
Préparation de l'OTC et des formes méthylées et éthylées. 
 
 Les formes méthylées et éthylées de l'OTA, l'OTB, l'OTα, l'OTβ et des formes 
hydroxylées ont été préparées en présence respectivement de méthanol ou d'éthanol et d'un 
acide fort (HCl) d'après le protocole de Li et al. (1998). L'OTC a été préparée par 
estérification de l'OTA dans de l'éthanol en présence d'HCl 6N. 
Un milligramme d'OTA ou d'OTB est pesé sur la balance de précision et remis en 
suspension dans 900µl de méthanol ou d'éthanol auxquels sont ajoutés 100µl d'HCl (6N). 
Pour les standards déjà en solution dans du méthanol, il suffit d'ajouter un volume d(HCl (6N) 
pour 9 volumes de méthanol. Par contre pour obtenir les formes éthyl esters de ces standards, 
il est nécessaire de soigneusement les sécher par évaporation sous vide pour éliminer toute 
trace de méthanol puis de les redissoudre dans neuf volumes d'éthanol absolu (VWR) et un 
volume d'HCl. Le mélange réactionnel est incubé à température ambiante durant 24h, puis il 
est conservé à 4°C. Les solutions de standard seront diluées au moment de leur analyse en 
HPLC.   
    
6.6. Extraction de l'ochratoxine A et de ses dérivés. 
 
6.6.1. Principe général 
 
Quel que soit le matériel utilisé (organe, urine, sang, surnageant cellulaire), le principe 
de la technique est fondé sur une extraction chloroformique acidifiée en présence de chlorure 
de magnésium. Le schéma général de l’extraction est donné dans la figure 28.  
L’acidification et la force ionique de la solution d’extraction, permettent de rompre en 
partie les liaisons des toxines aux constituants de la matrice et favorisent ainsi leur extraction. 
L’extrait chloroformique obtenu est évaporé et filtré. Nous n’avons pas jugé nécessaire de 
purifier cet extrait car des expériences préalables nous ont montré que dans ces conditions, 
l’analyse des toxines par HPLC à partir de ce type de matrice, donnait des chromatogrammes 
clairs et sans pics interférents. Cependant, une méthode de purification est en place au 
laboratoire et consiste à réaliser une extraction de l'extrait chloroformique par du bicarbonate 
suivie d'une extraction au chloroforme supplémentaire.  
 
6.6.2. Extraction de l'OTA et de ses dérivés à partir des organes. 
 
L’extraction est réalisée par broyage à l'aide d'un Potter de 0,5g d’organe additionné de 
10 ml d’un mélange de MgCl2 0,2M / HCl 0,1M initial volume à volume à pH 1,5. Le pH de 
la solution doit être égal à 1,5, dans le cas contraire, il est ajusté à l’aide de quelques gouttes 
d’HCL concentré. 10ml de chloroforme sont alors ajoutés au mélange et le tout est mis à 
agiter pendant 10 min. Une centrifugation de 10 min, à 4 °C, et à 2000g,  permet de séparer 
les phases aqueuse et chloroformique. A l’aide d’une pipette pasteur, la phase chloroformique 
inférieure contenant l'OTA et ses dérivés est récupérée et conservée. La phase aqueuse 
supérieure est à nouveau extraite avec 10ml de chloroforme selon les mêmes conditions que 
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précédemment. Après centrifugation, les phases chloroformiques sont réunies et évaporées 
sous vide dans des ballons à fond conique baignant dans un bain marie à 45°C. L’extrait sec 
est remis en suspension dans 1 ml de méthanol et placé dans un bain à ultrasons pendant une 
minute. Quand la remise en suspension est totale, ces 1 ml de méthanol sont filtrés sur un 
filtre SPARTAN de 0,2µm préalablement conditionné avec du méthanol. Le filtre est rincé 
avec 500 µL de méthanol. Le méthanol filtré est placé dans un tube à hémolyse et le filtrat est 
séché au bain marie, sous flux d’azote. Une fois sec, l’extrait repris dans 300µL de méthanol, 
est placé dans un flacon en verre puis conservé à –20° C avant son analyse par HPLC. 
De même, l'extraction peut-être réalisée sur la fraction de surnageant S9 obtenue lors de 
la préparation des microsomes, le protocole suit le même schéma que précédemment c'est-à-
dire que le surnageant S9 est repris avec un volume du mélange MgCl2 et HCl puis extrait 
deux fois avec un volume de chloroforme. L'extrait est séché, filtré puis repris dans 500µl de 
méthanol.  
Une comparaison entre notre méthode d'extraction (comprenant l'étape de purification)  
et la méthode utilisée par Zepnik et al., (2001) est présentée dans le chapitre IV (§ 1.3.2). 
 
6.6.3. Extraction de l'OTA et de ses dérivés à partir des urines. 
 
10ml d’une solution de chlorure de magnésium à 0,2 M et 10ml d’une solution d’acide 
chlorhydrique à 0,1 M sont ajoutés à 20ml d’urine. Le pH est ajusté à 1,5. 
Après addition de 20ml de chloroforme, le mélange est agité pendant 10 minutes. Après 
une centrifugation de 10 minutes, à 4 °C, à 2000g, la phase chloroformique inférieure est 
récupérée et placée dans un tube de 50 ml propre. La phase supérieure est à nouveau extraite 
par ajout de 20ml de chloroforme, agitée 10 min et centrifugée 10 min à 4°C, à 2000g. La 
concentration de l’extrait chloroformique et sa reprise dans le méthanol s’effectuent de la 
même manière que celles décrites précédemment. Le volume de reprise est dans ce cas, de 
500µl de méthanol.  
 
6.6.4. Extraction de l'OTA et de ses dérivés à partir des surnageants cellulaires. 
 
Trente ml de surnageant cellulaire additionné de 30 ml de MgCl2 (0,2M) / HCl (0,1M) à 
pH 1,5, sont extraits par deux fois avec 30ml de chloroforme en suivant les même étapes que 
celles décrites précédemment. L’extrait final est repris dans 500µl de méthanol et conservé à -
20°C. 
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PARTIE A : TECHNIQUES D'ANALYSE DES ADDUITS A L'ADN PAR LA 
METHODE DE POST-MARQUAGE AU 32P. 
 
 
Le mode d'action des cancérogènes génotoxiques implique en premier lieu l'interaction 
d'une molécule électrophile avec un site nucléophile de l'ADN produisant un adduit. Lequel 
peut en absence de réparation ou lors d'une réparation erronée provoquer une mutation et une 
altération de la fonction du gène. La détection des adduits à l'ADN s'avère donc utile pour la 
détection de composés génotoxiques et peut de plus servir comme biomarqueur d'effet 
biologique.  
Dans cette partie nous allons décrire le développement d'une technique d'analyse des 
adduits à l'ADN, le post-marquage au 32P permettant la détection et la quantification des 
adduits. Après la mise en place de points de contrôle à chaque étape de la procédure du post-
marquage, nous étudierons différentes méthodes d'extraction de l'ADN, puis les conditions 
chromatographiques et de marquage avec pour objectif de les optimiser pour l'analyse des 
adduits liés à l'ochratoxine A. 
 
 
1. Une méthode d’analyse des adduits à l'ADN: le post-marquage 
au phosphore 32. 
 
L'enchaînement génotoxicité / lésion / mutation / cancérisation est à chaque fois 
conditionnel, cependant la phase initiale d'interaction entre l'agent génotoxique et l'ADN est 
dans la grande majorité des cas l'étape déclenchante du processus aboutissant au cancer. La 
détection et la quantification des adduits à l'ADN sont donc importantes. Durant les 25 
dernières années, des méthodes ont été développées pour l'analyse des adduits. Les méthodes 
les plus utilisées incluent des techniques de détection électrochimique, de spectrométrie de 
masse, de spectroscopie de fluorescence ou de phosphorescence, des techniques 
d'immunologie et d'immunohistochimie et le post-marquage au 32P. La sensibilité de chacune 
de ces méthodes varie généralement de 1 adduit /107 nucléotides à 1 adduit /109 nucléotides, 
et dépend du taux d'ADN qui peut être analysé. Dans des conditions favorables, cette 
sensibilité atteint un niveau de détection de 1 adduit /1010 nucléotides pour la technique de 
post-marquage au 32P et de 1 adduit /1011 nucléotides par la technique dite AC-MS 
(Accelerator Mass Spectrometry) utilisant un accélérateur de particules (pour plus de détails 
voir introduction). 
 
Nous avons utilisé la méthode de post-marquage au 32P pour détecter et quantifier les 
adduits formés lors d'une exposition à l'OTA. Cette méthode est largement répandue pour la 
détection et la caractérisation d'adduits à l'ADN formés par de nombreux cancérogènes 
génotoxiques. Les principales familles de cancérogènes, allant des composés aromatiques 
et/ou volumineux aux composés aliphatiques et/ou petits ont été soumises à des études de 
post-marquage au 32P (Phillips, 1997). La méthode du post-marquage au phosphore 32 avait 
déjà été utilisée avec succès au laboratoire pour mettre en évidence la formation d’adduits à 
l'ADN suite au traitement d’animaux ou de cellules par de l’OTA. En 2002, suite au problème 
de contamination par le prion des bovins, un des enzymes clef utilisé dans la technique a été 
supprimé. Nous avons dû le remplacer par un autre enzyme dont les propriétés n’étaient pas 
identiques. Ceci nous a conduit à revalider tout le protocole. De plus, dans le cadre du projet 
européen, des réserves avaient été émises quant à la fiabilité des résultats puisque seul notre 
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laboratoire obtenait des résultats positifs et reproductibles. Il a donc été demandé, lors du 
déroulement du projet, une analyse en "aveugle" par plusieurs laboratoires.  
 
1.1. Principe de la technique de post-marquage de l'ADN. 
 
Le principe de la méthode est basé sur plusieurs étapes consistant à hydrolyser l'ADN 
en nucléotides, présélectionner les adduits pour augmenter la sensibilité de la méthode, 
marquer ces nucléotides en 5' avec un groupement phosphate marqué isotopiquement, séparer, 
détecter et quantifier les produits marqués. Une étape préliminaire d'isolement de l'ADN est 
nécessaire. Elle est constituée d'une étape d'extraction, suivie d'une étape de purification de 
l'ADN. En effet, il est très important que l'ADN soit totalement pur, sans présence de traces 
d'ARN ou de protéines. La deuxième étape consiste à hydrolyser l'ADN en adduits et 
nucléosides normaux 3'-monophosphate. Les nucléotides normaux sont alors supprimés du 
mélange réactionnel afin d'augmenter la sensibilité. Pour cela, plusieurs procédures ont été 
développées, ce sont l'extraction au butanol (Gupta, 1985), le traitement à la nucléase P1 
(Reddy & Randerhat, 1986), l'HPLC préparatrice en phase inverse C18 (Dunn & San, 1988), 
la TLC sur C18 (Spencer & Gupta, 1992). La stratégie de sélection des adduits 
("enrichissement") par le traitement à la nucléase P1 exploite la déphosphorylation 
préférentielle des nucléotides normaux par l'activité 3' de l'enzyme. En effet, l'encombrement 
stérique généré par la molécule adduitée va empêcher la déphosphorylation. Il en résulte que 
les nucléosides normaux ne pourront plus être substrat pour la phosphorylation en 5' par la T4 
polynucléotide kinase. Le marquage par la T4 polynucléotide kinase permet de convertir les 
adduits-nucléosides 3'-monophosphate en 3',5'-biphosphates marqués en 5' au 32P. Les adduits 
marqués sont alors séparés par chromatographie multidirectionnelle échangeuse d'anions en 
couche mince (TLC) sur des plaques de polyethylèneimine (PEI)-cellulose. Les nucléotides 
normaux radioactifs résiduels, le [γ-32P]ATP non utilisé et d'autres contaminants sont 
supprimés par le développement de la plaque dans une solution de salinité élevée. Ceci 
permet la migration de substances polaires alors que les composés liposolubles restent au 
niveau du point de dépôt. Puis les adduits sont séparés par TLC bidirectionnelle dans un 
système de solvants basés sur les propriétés chimiques des molécules adduitées. 
La détection des adduits se fait par autoradiographie, et la quantification peut être 
réalisée directement sur un bioimager ou après isolement des spots radioactifs dans un 
compteur à scintillation en mode Cerenkov. Le rapport entre les nucléotides adduités et les 
nucléotides normaux reflète le niveau d'adduits.   
 
La technique de post-marquage nécessite de respecter certaines règles pour éviter les 
artéfacts (Gupta, 1993): 
 -  préparation d'ADN dépourvu d'ARN et de protéines 
 - standardisation des conditions pour la digestion enzymatique, le marquage et 
sélection précautionneuse de la procédure "d'enrichissement" 
 -  sélection des solvants de TLC pour la résolution des adduits 
 -  utilisation de standards externes et si possible internes appropriés 
 -  cochromatographie avec l'adduit de référence à un niveau approprié 
 -  cochromatographie dans multiples solvants sous des conditions résultants dans un 
Rf>0,5. 
 
1.2. Mise en place de points de contrôle. 
 
Des points de contrôle permettant de vérifier le bon déroulement de chaque étape ont 
été mis en place. Il s'agit de vérifier la pureté de l'ADN, l'efficacité de l'hydrolyse de l'ADN, 
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Figure 29: Schéma des différents points de contrôle réalisés lors du déroulement du post-
marquage. 
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la déphosphorylation des nucléotides normaux pour la sélection des adduits, et le marquage. 
La figure 29 présente les différents tests.  
 
1.2.1. Pureté de l'ADN. 
 
Un aliquote de la solution d'ADN est analysé au spectrophotomètre. Le rapport 
260/280nm est déterminé et doit être compris entre 1,8 et 2, cependant ce rapport peut-être 
correct malgré la présence de contaminations en ARN et protéines. La pureté de l'ADN est 
donc contrôlée par la réalisation d'un spectre UV complet entre 220 et 320 nm. Le maximum 
d'absorption devant être aux alentours de 258-259 nm pour un ADN non contaminé en ARN. 
Un déplacement du maximum vers 250 nm indique une contamination par de l'ARN. Un 
épaulement du spectre à 280 nm est signe d'une contamination en protéines comme nous le 
verrons plus loin.  
 
1.2.2. Pureté et hydrolyse de l'ADN. 
 
Un aliquote du mélange réactionnel est prélevé après hydrolyse et marqué au 32P. Cela 
permet de vérifier l'absence d'ARN et de protéines, mais aussi de quantifier les nucléotides 
normaux et de contrôler l'efficacité de l'hydrolyse. Un smeer au niveau de l'origine est le signe 
d'une contamination en protéines. Un dédoublement des quatre spots de nucléotides indique la 
présence d'ARN. L'intensité, plus marquée, des tâches correspondant au A et au C que celles 
des tâches correspondant au T et au G témoigne d'une hydrolyse incomplète, d'un faible 
marquage ou d'un déficit d'ATP. Il est indispensable qu’il y ait un excès d’ATP.   
 
1.2.3. Enrichissement à la nucléase P1. 
 
L'efficacité de la phase "d'enrichissement" à la nucléase P1 est contrôlée par l'analyse du 
volume d'échantillon résiduel après dépôt en D1. La faible efficacité de "l'enrichissement" 
sera démontrée par la présence de nucléotides normaux. L’absence de tâche d’ATP résiduel 
indique une contamination en ARN et/ou en protéines. 
 
1.2.4. Marquage par la T4 polynucléotide kinase. 
 
L'efficacité de marquage par la T4 polynucléotide kinase est contrôlée par le marquage 
d'une solution standard d'adduits de B[a]P, de concentration connue, provenant du projet 
européen EU5V0448 organisé par le Dr Castegnaro et ayant eu pour but de standardiser les 
protocoles de détection des adduits à l’ADN (Phillips & Castegnaro, 1999). 
Le marquage d'un ADN de sperme de saumon pur et dépourvu d'adduits est un contrôle 
négatif qui permet de vérifier l'absence de contaminants dans la solution d'ATP.  
 
1.2.5. Contrôle des dépôts en D1. 
 
Les échantillons marqués sont déposés sur plaque de D1. Après migration les plaques 
sont autoradiographiées. L'observation de ces profils permet d'obtenir des informations quant 
à la réalisation de dépôts corrects, l'absence de protéines ou de contaminations, le marquage 
suffisant, mais aussi pour vérifier la non migration de nos adduits lors de cette étape de 
purification.  
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Figure 30 : Schéma des trois méthodes d'extraction et de purification de l'ADN. 
(0,4 mg/ml) (4,5 mg/ml) (0,2 mg/ml) (200 UI/ml) (11 UI/ml) 
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2. Choix d'une méthode d'extraction de l'ADN.    
 
Nous avons comparé trois méthodes d'extraction de l'ADN afin d'obtenir un ADN de 
qualité optimale (absence d'ARN et de protéines). La première est une procédure d'extraction 
liquide-liquide par un solvant, le phénol (Gupta, 1984); la deuxième utilise les propriétés du 
sel pour précipiter l'ADN et l'isoler (Ravanat et al., 2002); la dernière est une extraction sur 
phase solide utilisant une méthode commerciale: le kit Nucleobond AX de Macherey-Nagel. 
Pour les trois techniques, des points de contrôle permettent de vérifier la pureté de l'ADN. La 
sélection des adduits est réalisée par un traitement à la nucléase P1 et la séparation des adduits 
marqués par TLC. Le principe général de l'extraction des trois méthodes est donné sur la 
figure 30.  
 
2.1. Descriptif des méthodes d'extraction de l'ADN. 
 
2.1.1. Méthode au phénol.  
 
Environ 0,25 g de tissus sont broyés à l'aide d'un Potter avec 400 µl de SET (NaCl,100 
mM ; Tris-HCl, 50 mM ; EDTA 20 mM, pH 8). Le broyat est récupéré dans un micro-tube de 
1,5 ml. Le Potter est lavé avec de nouveau 400 µl de SET et les deux fractions sont réunies 
dans le même tube. Cent µl de SDS à 20 % sont ajoutés à l’échantillon et incubés pendant 10 
min à 65 °C pour casser les membranes. Puis, les protéines sont précipitées par ajout de 800 
µl d’Acétate de potassium (6 M, pH 5) pendant 30 min dans la glace. L’échantillon est ensuite 
centrifugé à 15 °C, 25 min à 14000g. Les acides nucléiques, dissous dans le surnageant, sont 
précipités par ajout d’éthanol pur et froid (2 volumes). La précipitation dure toute une nuit à -
20 °C. Le lendemain, les acides nucléiques sont récupérés après centrifugation à 14000g, 
15min à 0°C. Puis, le culot est lavé avec de l’éthanol à 90 % pendant 15 min à 0°C à 14000g 
avant d’être solubilisé dans 500 µL de SET. Chaque échantillon est traité pendant 2 heures à 
37 °C avec 20 µl d’un mélange (v/v) de ribonucléases pancréatique A (RNAse A, 20 mg/ml) 
et T1 (RNAse T1, 10 000 UI/ml) préalablement bouilli à 100 °C pendant 15 min. Vingt cinq 
µl de protéinase K (PK, 20 mg/ml dans du SET) sont ajoutés au mélange réactionnel et 
incubés pendant 1 h à 37 °C ; ce qui permet l’élimination des protéines. Pour terminer la 
purification, deux séries d’extraction par du Rotiphénol (phénol saturé en Tris), sont réalisées 
sur la fraction aqueuse de chaque échantillon. Le phénol dénature les protéines. Pour chaque 
échantillon, on ajoute du phénol, volume à volume, sur la phase aqueuse contenant l’ADN. Le 
contact des deux phases est assuré par une agitation de 20 min sur table agitante à température 
ambiante. Puis, la phase aqueuse est séparée de la phase organique par centrifugation (15 min, 
15 °C, 14000g). Les protéines dénaturées se retrouvent à l’interphase et il faut alors éviter de 
les prélever. La deuxième extraction par le phénol permet de parfaire la purification et 
s’effectue comme précédemment. Pour éliminer les traces de phénol qui inhibe les enzymes 
d’hydrolyse, une extraction est réalisée avec un mélange de chloroforme et d’alcool 
isoamylique (24 ⁄1), volume à volume, sous agitation (20s). Une centrifugation de 5 minutes 
permet de récupérer la phase aqueuse dépourvue de toute trace de phénol. L’ADN est 
précipité par ajout d'éthanol froid pur (2 volumes) et 50µl d’acétate de sodium (5 M), à -20 °C 
pendant deux heures à une nuit. Une centrifugation de 30 minutes à 0°C permet d’obtenir un 
culot d’ADN qui est ensuite lavé quatre fois à l’éthanol 80% (15 min, 0°C) pour éliminer les 
sels. Après évaporation des gouttes résiduelles d’éthanol, l’ADN purifié est dissous dans 
400µl d’eau ultra pure toute une nuit. 
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2.1.2. Méthode sel. 
 
Environ 0,25 g de tissus sont broyés dans un Potter avec 500 µl de tampon de lyse A 
(Sucrose, 320 mM; MgCl2, 5 mM ; Tris-HCl, 10 mM ; Desferoxamine 0,1 mM; Triton X100; 
pH 7,5). Le broyat est récupéré dans un micro-tube de 1,5 ml. Le Potter est lavé deux fois 
avec 500 µl de tampon de lyse A et les trois fractions sont réunies dans le même tube. Après 
une centrifugation (10 min, 4°C, 4000g), le culot est repris dans 1,5 ml de tampon de lyse A, 
remis en suspension et centrifugé à nouveau. Le culot est repris dans 600µL de tampon de 
lyse B (EDTA-Na2, 5 mM; Tris-HCl, 10 mM; Desferoxamine 0,15 mM; pH 8). Chaque 
échantillon est traité pendant 15 minutes à 50°C avec 35µl de SDS 10%, 30µL de 
ribonucléase pancréatique A (RNAse A, 100 mg/ml) et 7µL de ribonucléase T1 (RNAse T1, 1 
U/µl). Les ribonucléases ont été préalablement bouillies à 100 °C pendant 15 min. Trente µl 
de protéinase K (PK, 20 mg/ml, dissoute dans de l'eau) sont ajoutés au mélange réactionnel 
pendant 1 h à 37 °C; ce qui permet l’élimination des protéines. Pour terminer la purification, 
plusieurs séries d’extraction de l'ADN sont réalisées sur la fraction aqueuse de chaque 
échantillon. Le mélange réactionnel est repris avec 1,2 ml d'une solution d'iodure de sodium 
(NaI, 7,6 M; EDTA-Na2, 20 mM; Tris-HCl, 40 mM; Desferoxamine 0,3 mM; pH 8) et 2 ml 
d'isopropanol. Après une agitation douce des tubes, l'ADN précipité est séparé de la phase 
aqueuse par centrifugation (30 min, 0°C, 14000g). Pour éliminer les traces de la solution de 
NaI qui pourraient interférer avec les enzymes d’hydrolyse, un lavage est réalisé avec 1ml 
d'isopropanol à 40%. Une centrifugation de 15 minutes permet de récupérer l'ADN précipité. 
L’ADN est lavé une seconde fois par ajout d’éthanol froid à 70%. Une centrifugation de 15 
minutes à 0°C permet d’obtenir un culot d’ADN qui est, après évaporation des gouttes 
résiduelles d’éthanol, dissous dans 400µl d’eau ultra pure toute une nuit. 
 
2.1.3. Méthode commerciale Nucléobond. 
 
Environ 0,25 g de tissus sont broyés dans un Potter avec 10 ml de tampon G2 (800 
mM de guanidine hydrochlorure (GuHCl), 30 mM EDTA, 30 mM Tris-HCl, 5% Tween-20, 
0.5% Triton X-100, pH 8 + 200µg/ml RNase A). Le broyat est récupéré dans un Falcon de 
50ml. Le Potter est lavé avec de nouveau 10 ml de tampon G2 et les deux fractions sont 
réunies dans le même tube. Chaque échantillon est traité avec 500 µl d’une solution de 
protéinase K (PK, 20 mg/ml dans de l'eau) pendant au moins deux heures sous agitation à 
50°C. Toutes les trente minutes les échantillons sont mélangés à l'aide d'un vortex. La 
cartouche est équilibrée avec 8 ml de tampon N2 (100 mM Tris/H3PO4, 15% EtOH, 900 mM 
KCl, 0.15% Triton X-100, pH 6.3), en faisant attention à ne pas appliquer de pression sur la 
colonne ; le tampon s'écoule uniquement par gravité. 10 ml de tampon N2 sont ajoutés à 
l'échantillon qui est vortexé puis chargé sur la colonne préalablement équilibrée. Les acides 
nucléiques sont adsorbés sur la colonne. Celle-ci est lavée trois fois avec 8 ml de tampon N3 
(100 mM Tris/H3PO4, 15% EtOH, 1150 mM KCl, pH 6.3) afin d'éliminer toutes les 
substances contaminantes. Un nouveau tube de 50 ml est placé sous la colonne et l'ADN est 
élué avec 10 ml de tampon d'élution modifié (TEM) (1.5 M NaCl; 0.05 M Tris; 15% EtOH, 
pH 7.0). L'échantillon d'ADN en solution est précipité par l'addition de 7 ml d'isopropanol 
froid. Après environ trente secondes d'agitation douce par inversion, une pelote d'ADN 
apparaît. La pelote d'ADN est récupérée avec une pipette pasteur et remise dans un micro-
tube de 1,5 ml avec de l'éthanol à 70%. Une centrifugation de 30 minutes à 0°C permet 
d’obtenir un culot d’ADN qui est ensuite lavé une fois supplémentaire à l’éthanol 70% (15 
min, 0°C) pour éliminer les sels. Après évaporation des gouttes résiduelles d’éthanol, l’ADN 
purifié est dissous dans 400µl d’eau ultra pure toute une nuit. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 31: Exemples de spectres d'ADN obtenus par les trois types d'extraction. a) extraction au phénol; b) extraction par la méthode sel; c) 
extraction par le kit nucleobond. 
 
Tableau 11: Analyse des ADN extraits au spectrophotomètre, spectre de l'ADN de 220 à 320nm. Dosage de l'ADN: le taux d'ADN est exprimé en 
µg/L pour 100mg d'organe extrait. 
 
Méthode phénol Méthode sel Méthode Nucleobond 
 R 
260/280 Maximum 
Profil  
spectre 
Taux 
d'ADN  
R 
260/280 Maximum
Profil  
spectre 
Taux 
d'ADN  
R 
260/280 Maximum
Profil  
spectre 
Taux 
d'ADN  
1 1,85 257,8 + 181  1,94 258 - 545 1,70 256,5 + 112 
2 1,84 257,9 + 297 1,74 258,9 +/- 465 1,66 256,9 - - 35 
3 1,92 257,8 + 265 1,94 258 - 585 1,70 257 + 124 
4 1,89 258,1 + 172 1,86 258,2 +/- 503 1,78 257,1 +/- 109 
5 1,91 258 + 263 1,80 258,8 - -  657 1,62 256,8 +/- 144 
6 1,85 257,8 + 175 1,93 258,4 - - 761 1,65 256,5 +/- 107 
Méthode 
Nucleobond 
5 
2 
Méthode 
sel 
5 
2 
Méthode 
phénol 
5 
2 
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2.2. Comparaison des trois types d'extraction. 
 
Au cours de cette étude, nous avons analysé, en parallèle, six échantillons d'ADN 
extraits à partir de reins de rats par les trois méthodes. L'analyse est réalisée sur trois lots de 
deux animaux, un lot contrôle, un lot exposé pendant 48h à l'OTA (700µg administrés par 
gavage) et un lot traité par l'acide aristolochique (AAr) à des doses de 3,3 mg/jour pendant 5 
jours.  
 
2.2.1. Analyse de l'ADN par spectrophotométrie.  
 
La figure 31 montre le type de spectres obtenus dans les trois types d'extraction. Le 
tableau 11 montre les maxima, les rapports 260/280 nm, la qualité des spectres ainsi que le 
taux d'ADN extrait pour 100mg d'organe. 
D'un point de vue quantitatif, la méthode "sel" semblait en première approximation être 
celle qui permettait d'extraire la plus grande quantité d'ADN: 2,5 fois plus que la méthode au 
phénol et plus de cinq fois plus que la méthode Nucleobond. 
 D'un point de vue qualitatif, la méthode au phénol est celle qui donne l'ADN le plus 
pur d'après les critères spectrophotométriques étudiés ici, avec un spectre symétrique 
présentant un maximum de 258nm et un rapport 260/280 nm compris entre 1,81 et 1,95. La 
méthode Nucleobond présente des spectres dissymétriques avec un maximum inférieur à 
257nm, signe d'une contamination en ARN, bien que les rapports 260/280 nm soient corrects. 
Par la méthode "sel" les spectres des solutions d'ADN sont mauvais avec une contamination 
en ARN malgré des maxima compris entre 258 et 259 nm, et une contamination en protéines 
reflétée par un rapport 260/280 nm compris entre 1,62 et 1,78.  
 
2.2.2. Marquage des nucléotides normaux et efficacité de l'enrichissement à la 
nucléase P1. 
 
2.2.2.1 Marquage des nucléotides normaux. 
 
Les profils de migration des nucléotides normaux marqués sont présentés sur la figure 
32. Sur tous les profils, on détecte les quatre nucléotides normaux A, T, G et C dans des 
proportions où A=T et G=C pour la méthode au phénol indiquant que l'hydrolyse et le 
marquage se sont déroulés normalement. Les profils sont corrects pour les ADN provenant 
des extractions au phénol. Par contre, on observe un dédoublement évident du spot 
correspondant à l'adénine sur les échantillons extraits par le kit Nucleobond. Ceci est le signe 
d'une contamination en ARN, puisque les bases de l'ARN migrent plus lentement que leur 
équivalent dans l'ADN. Dans l’échantillon # 2, obtenu par Nucleobond, il n’y a quasiment pas 
de marquage de nucléotides, signifiant en fait un excès de protéines. 
 
2.2.2.2      Test d'enrichissement par la nucléase P1. 
 
L'efficacité de "l'enrichissement" par la nucléase P1 a été testée ; les résultats obtenus 
sont présentés sur la figure 33. Seuls les échantillons extraits par la méthode au phénol ont été 
correctement enrichis. Pour les deux autres méthodes, "l'enrichissement" ne s'est pas déroulé 
normalement induisant la présence d'un nombre important de contaminants qui vont interférer 
dans le marquage des adduits. Ce problème n'est pas dû à un mauvais fonctionnement de la 
nucléase P1 comme le montrent les tests réalisés sur les témoins ADN et B[a]P mais à la 
présence de composés ayant inhibés l'enzyme ou gênés son fonctionnement. Ces composés 
peuvent être des ARN, des protéines ou des éléments minéraux. De plus, nous constatons, 
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Figure 32: Comparaison des trois types d'extraction: profils de migration des nucléotides 
normaux marqués. a) extraction au phénol; b) extraction par la méthode sel; c) extraction par 
le kit nucleobond. Echantillons contrôle : 1 & 2, traités OTA : 3 & 4, traités Aar : 5 & 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33: Comparaison des trois types d'extraction: test "d'enrichissement" à la nucléase P1 - 
profils de migration a) extraction au phénol; b) extraction par la méthode sel; c) extraction par 
le kit nucleobond. Echantillons contrôle : 1 & 2, traités OTA : 3 & 4, traités Aar : 5 & 6. 
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pour les échantillons # 1, 3, 4 et 6 isolés par Nucleobond, un déficit en ATP indiquant une 
contamination en ARN ou en protéines ayant "consommée" l’ATP. 
 
2.2.3. Profils d'adduits formés. 
 
Les échantillons ont été marqués et les migrations sont réalisées comme à l'ordinaire.  
 
2.2.3.1. Migrations en D1. 
 
Une autoradiographie des dépôts sur la plaque de D1 est réalisée et présentée sur la 
figure 34.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34: Comparaison des trois types d'extraction de l'ADN: autoradiographies des points 
de dépôt après migration en D1. a) extraction au phénol; b) extraction par la méthode sel; c) 
extraction par le kit nucleobond. Echantillons: contrôles : 1 & 2; traités OTA : 3 & 4; traités 
AAr : 5 & 6. 
 
Les échantillons extraits au phénol montrent des profils classiques. Ceux extraits par la 
méthode "sel" ont un point de dépôt très foncé montrant la présence de contaminants n'ayant 
pas été séparés par cette étape de purification mais pouvant être marqués. Les échantillons 
extraits par le kit Nucleobond montrent des profils différents entre eux indiquant des qualités 
d'ADN variables. Seul l'échantillon # 1 semble correct, les échantillons # 3, 4 et 6 ont des 
intensités trop faibles, l'échantillon # 5 est contaminé en protéines et le # 2 ne semble pas 
avoir été marqué.  
 
2.2.3.2. Profils de migration des adduits. 
 
Sur la figure 35 sont présentés les autoradiogrammes obtenus après migration des 
échantillons 1 à 6.  
Par la méthode d'extraction au phénol, aucun adduit n'est observé dans les échantillons 
des animaux contrôles. Suite au traitement par l'OTA deux adduits sont formés, le profil 
d'adduit obtenu est typique des profils obtenus après incubation in vitro d’OTA et d’ADN en 
présence de microsomes de porc ou d’humain (Azémar, 2000). Le traitement à l'acide 
aristolochique induit la formation de cinq adduits similairement aux résultats obtenus par Arlt 
et al. (2001).  
Les profils obtenus lors du post-marquage des échantillons extraits par la méthode sel 
présentent tous un groupement d'adduits localisé dans la partie centrale supérieure droite du 
profil. Ce groupement est caractéristique d'une mauvaise hydrolyse. Les profils des 
échantillons contrôles présentent plusieurs spots. Les profils des échantillons 3 et 4 mettent en  
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Figure 35: Autoradiogrammes des adduits observés après traitement de rats à l'OTA et à l'AAr. Echantillons: 1 & 2 => contrôles; 3 & 4 => traités 
OTA; 5 & 6 => traités Aar. Comparaison des trois types d'extraction: a) extraction au phénol; b) extraction par la méthode sel; c) extraction par le 
kit nucleobond. Echantillons: contrôle : 1 & 2; traités OTA : 3 & 4; traités AAr : 5 & 6. 
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évidence la présence d'un seul spot qui semble lié au traitement par l'OTA. Sur les profils des 
échantillons traités par l'AAr, il n'est pas possible de distinguer les cinq spots correspondant 
détectés par les autres techniques mais plutôt un gros amas radioactif. 
Lors de l'extraction par le kit Nucleobond, nous avons obtenu pour les échantillons # 1, 
2, et 3 des résultats corrects et similaires à ceux obtenus par la méthode au phénol. Pour 
l'échantillon n°2, il faut mentionner que l’absence d’adduit est due au fait de l’absence 
d’ADN dans l’échantillon. En effet, les points de contrôles (D1 et test nucléase P1) 
montraient clairement qu’il n’y avait pas d’ADN. D’autres échantillons "contrôle" préparés 
par cette méthode avaient montré au contraire de nombreux spots anarchiques (cf. profil ci-
dessous figure 36).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 36: Exemples d'autoradiogrammes d'échantillons d'ADN "contrôles" extraits par le kit 
Nucleobond. 
 
Le profil de l’échantillon # 6 montre des ressemblances avec le profil de l’échantillon 
obtenu par la méthode d’extraction au phénol, néanmoins on observe des spots "parasites" 
additionnels. Il est aussi important de noter que les échantillons # 5 & 6 sont issus du même 
lot de traitement à l’AAr. Lors de la purification par le phénol, les deux profils sont similaires, 
alors qu’après isolement par kit Nucleobond, les résultats ne sont pas identiques. La même 
remarque peut être faite pour les échantillons #3 & 4. Après extraction par ces kits, il y a un 
manque de reproductibilité des résultats et parfois apparition de spots parasites. 
 
2.3.  Conclusion 
 
Des résultats contradictoires ont été obtenus lors d'analyses d'échantillons d'ADN de 
rein de rat après une exposition à l'OTA par AC-MS (Mally et al., 2004) et post-marquage 
(Pfohl-Leszkowicz et al., 1991; Grosse et al., 1995b). Une des hypothèses que nous avons 
émises pour expliquer ces différences est l'implication de la méthode d'extraction de l'ADN. 
L'objectif de notre étude étant d'optimiser la méthode de post-marquage pour l'étude des 
adduits de l'ochratoxine A nous avons dans un premier temps comparer trois méthodes 
d'extraction de l'ADN.  
Les tests de pureté de l'ADN isolé par les trois méthodes d'extraction démontrent 
l'obtention d'une meilleure pureté lors de l'extraction au phénol que par les méthodes 
d'extraction sel et nucleobond. Les étapes de contrôle du post-marquage (hydrolyse, nucléase 
P1 et D1) démontrent une faible qualité de l'ADN obtenu par les méthodes sel et nucleobond 
contrairement à la méthode au phénol. 
Les adduits à l'ADN induits dans le rein par le contrôle positif acide aristolochique ont 
été correctement identifiés par les trois méthodes d'extraction; à l'exception de l'échantillon 5 
extrait par le kit nucleobond et bien que les profils produits par la méthode sel ne permettent 
pas une distinction nette de chaque spot d'adduit formé. L'exposition des rats à l'OTA a induit 
la formation de deux adduits détectés après l'extraction au phénol et par le kit nucleobond sur 
seulement un seul des deux échantillons analysés. Par la méthode sel on ne retrouve qu'un 
seul adduit OTA sur les deux formés ainsi que des adduits parasites.  
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L'obtention de résultats faux-négatifs souligne l'importance de la réalisation des tests 
contrôles pour valider les résultats et en particulier la réalisation du spectre d'ADN est 
cruciale pour le contrôle de la pureté de l'ADN. 
 
L'ensemble de nos résultats montre que la méthode d'extraction de l'ADN au phénol est 
celle qui permet d'obtenir la meilleure qualité d'ADN mais est aussi la plus fiable. Ces 
résultats confirment l'importance du choix de la méthode d'extraction pour recouvrer les 
adduits. 
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3. Analyse d'adduits standard OTA-DNA et détermination des 
conditions de migration. 
 
La technique de post-marquage est une méthode extrêmement sensible pour la détection 
d'adduits à l'ADN. Toutefois, les faiblesses majeures de cette technique sont son incapacité à 
fournir des informations structurales sur les adduits et l'imprécision de la mesure du taux 
d'adduits.  
Bien que des conclusions sur la structure chimique puissent être tirées de la mobilité 
chromatographique des spots d'adduit, l'attribution de sa structure à un adduit doit être 
accomplie indirectement par des analyses cochromatographiques avec des adduits standard 
synthétiques, tant qu’il n’est pas possible d’isoler une quantité suffisante d’adduit analysable 
par spectrométrie de masse. 
La quantification du niveau d'adduits se fait par la détermination du marquage relatif 
d'adduit (MRA) qui est calculée comme le rapport de la radioactivité  associée aux adduits sur 
la radioactivité des nucléotides normaux. Pour cela, on considère que les nucléosides 3'-
phosphates normaux et adduités sont marqués avec la même efficacité. Or, plusieurs études 
ont démontré que l'efficacité de marquage est dépendante de l'adduit, certains adduits étant 
des substrats pour la T4 polynucléotide kinase de plus grande ou plus faible affinité que les 
nucléotides normaux (Randerath et al., 1985; Mourato et al., 1999). De plus, les mesures par 
post-marquage sous-estiment généralement les niveaux d'adduits en raison d'une digestion de 
l'ADN incomplète, d'une inefficacité du marquage par la kinase, de l'activité 
déphosphorylante de la kinase ou d'une perte des adduits au cours des étapes 
"d'enrichissement" et de chromatographies. 
Ainsi notre approche pour améliorer la significativité des données obtenues par post-
marquage a été l'utilisation d'adduits standard synthétiques. Daï et al. en 2003, ont montré la 
formation par photoirradiation d'un adduit de l'OTA sur la désoxyguanosine. Pour les analyses 
en post-marquage, les composés standard synthétiques sont requis sous la forme de 3'-
phosphate-désoxynucléoside car ils sont le substrat de la polynucléotide kinase pour le 
transfert du phosphate [32P] provenant de l'ATP [γ-32P]. Ces adduits standard ont été préparés 
par le Dr Manderville dans le cadre d’une collaboration. Les structures des standards sont 
présentées sur la figure 37 ci-dessous. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37: Structure des adduits standard C-C8 OTA-3’dGMP et O-C8 OTA-3’dGMP. 
 
La disponibilité d'adduits standard OTA-DNA nous a permis de mettre au point les 
conditions spécifiques pour la recherche des adduits à l'OTA. Dans un premier temps, nous 
avons déterminé les conditions de migration afin de s'assurer qu'ils n'étaient pas perdus ou 
dégradés lors des chromatographies. Dans un second temps, nous avons étudié les différentes 
étapes du marquage et leur efficacité.  
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3.1. Détermination des conditions de migration pour les adduits 
standard. 
 
3.1.1. Choix des solvants de migration 
 
3.1.1.1. Migration en D1. 
 
Ayant constaté une migration des adduits en D1 au-delà du point de dépôt dans nos 
solvants habituels, nous avons recherché l'effet de la molarité en phosphate du solvant D1 sur 
la migration des standards ; Lu et al. 1986 ayant montré que l'utilisation de concentrations en 
sel plus élevées augmentait la rétention des adduits. Sur la figure 38 sont comparés trois 
solvants D1 différents présentant une molarité en NaH2PO4 de 1,7; 2,3 ou 3 M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38: Comparaison des profils de migration des standards dans des solvants D1 de 
concentrations en phosphate différentes.  
 
Nous observons que les deux adduits C-C8 OTA-dG et 0-C8 OTA-dG ont des degrés 
d'hydrophobicité différents. Le 0-C8 OTA-dG est moins hydrophobe que le C-C8 et a ainsi 
migré plus loin que le premier.   
Les deux adduits ne sont pas retenus par le solvant à 1,7 M ; l'adduit 0-C8 OTA-dG 
n'est plus visible ayant été entraîné au-delà de la limite de découpage des plaques. Avec le 
solvant à 2,3M habituellement utilisé pour la recherche des adduits, on constate que les deux 
adduits sont entraînés au-delà du point de dépôt. Un solvant avec une forte molarité en 
phosphate telle que 3M permet de limiter la migration de ces deux adduits qui restent très 
proche du point de dépôt. 
L'utilisation de solvants pour la migration D1 dont la molarité n'est pas supérieure à 
2,3M n'est pas adaptée pour l'analyse des adduits à l'OTA décrit ci-dessus car ayant migré 
trop loin en D1 ils ne seront pas transférés en D2. Le risque est alors la perte des adduits et 
l'obtention de résultats faussement négatifs. Cependant, lorsque les adduits ont migré au-delà 
du point d'origine, il est aussi possible d'augmenter la taille de la zone de transfert (Reddy et 
al., 1990). Cette forte migration en D1 peut expliquer pourquoi certains auteurs, utilisant la 
méthode multi-directionnelle, ne retrouvent pas d'adduits.  
Au cours de nos études, nous avons utilisé ce nouveau solvant D1 (NaH2PO4, 3M, pH 
5,7) ou bien nous avons agrandi la taille du point de dépôt découpé pour le transfert. 
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Figure 40: Autoradiogrammes des adduits standard C-C8 OTA-dG et 0-C8 OTA-dG après les migrations D3 et D4 et en fonction de leur 
concentration. Autoradiogrammes dans la partie gauche : solutions mères de standard diluées par 10. Autoradiogrammes dans la partie droite : 
solutions mères de standard diluées par 1000.   
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3.1.1.2. Migrations en D2, D3 et D4. 
 
De même que pour la migration D1, nous avons contrôlé les migrations des standards 
dans les solvants D2, D3 et D4.  
 
- Migration D2. 
 
Une autoradiographie juste après la migration en D2, composée d'urée 7,7M, de formate 
de lithium 4,8M à un pH de 3,5, nous permet de contrôler cette étape, la figure 39 y montre 
les deux adduits standard.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39: Autoradiographies de la migration D2 des standards C-C8 OTA-dG et 0-C8 OTA-
dG.  
 
La migration des adduits est satisfaisante d'un point de vue distance par rapport au point 
de dépôt et au front de migration. L'adduit 0-C8 OTA-dG migre plus loin que le C-C8 OTA-
dG, similairement à ce que l'on a vu après la D1. Cette étape ne présente pas de problèmes et 
ce solvant sera donc utilisé comme à l'accoutumée.  
 
- Migrations D3 et D4. 
 
De même des autoradiographies sont réalisées après les migrations D3 et D4, les 
autoradiogrammes correspondants sont présentés sur la figure 40.  
Les standards migrent avec le front de migration contenant des impuretés qui n'ont pas 
été éliminées au cours des précédentes migrations. La migration en D4, étape de lavage, va 
permettre d'éliminer ce front de migration, ce qui est d'autant plus important dans notre cas. 
Le lavage va ainsi entraîner les impuretés et non les adduits. Cependant, le fait que nos 
adduits soient si proches du front de migration peut être gênant. Des tests de modification du 
solvant D3 ont été tentés afin d'augmenter la rétention des adduits mais sans réel succès 
jusqu'à présent. 
 
3.1.2. Comparaison des techniques de migration. 
 
L'étape de D1 permet d'éliminer les nucléotides non adduités ainsi que d'autres 
contaminants radioactifs tels que le phosphate 32P et le [γ-32P]ATP non utilisé. Deux 
techniques de migration se sont développées permettant de ne garder que les points de dépôt 
où se trouvent les adduits. La méthode de séparation par chromatographie multi-directionnelle 
(Gupta et al., 1982), et la technique par transfert développée par Lu et al., en 1986 (voir 
schéma des deux méthodes sur la figure 41). Dans la première méthode, la plaque est 
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découpée au-dessus du point de dépôt après la migration D1 et est tournée de 180° pour la 
migration D2. Dans la seconde, les points de dépôt sont découpés et fixés sur une nouvelle 
plaque pour la migration en D2, les adduits étant ainsi transférés sur cette nouvelle plaque au 
cours de la migration. Les deux techniques se différencient aussi par la taille des plaques de 
PEI-cellulose utilisées, soit 10 x 10 cm et 13 x 18 cm respectivement pour les méthodes 
multi-directionnelle et de transfert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Schéma des deux techniques de migration. a) méthode par transfert, b) méthode 
multidirectionnelle. 
 
Nous utilisons traditionnellement la seconde cependant nous avons comparé les deux 
techniques. La figure 42 présente les profils de migration des standards par les deux 
techniques. 
 
      
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
Figure 42: Profils de migration des adduits C-C8 OTA-dG et 0-C8 OTA-dG par les deux 
techniques de transfert et multi-directionnelle. 
 
Les deux adduits sont détectés par les deux techniques avec des profils de migration 
différents. Par la technique de transfert les deux adduits migrent verticalement l'un au-dessus 
de l'autre au milieu de la plaque et horizontalement dans le dernier quart de la plaque. Par la 
technique multi-directionnelle, ils migrent verticalement dans le tiers supérieur de la plaque et 
sont séparés par la migration D3 horizontale. Cependant, l'adduit 0-C8 OTA-dG n’est pas 
correctement séparé du front de migration.  
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Figure 43: Autoradiogrammes des adduits C-C8 OTA-dG et 0-C8 OTA-dG pour des dilutions 
de solution mère différentes: d1000, d500, d100 et d50. 
 
 
 
Tableau 12: Taux d'adduits standard synthétiques marqués sous différentes conditions de 
post-marquage au 32P. na: non analysé. 
  
% d'adduits marqués 
Procédure du post-marquage étudiée 
Taux d'adduits 
théorique (adduit/ 
nucléotides normaux)
C-C8 OTA-
3’6dGMP 
O-C8 OTA-
3’6dGMP 
Etape de marquage par la T4 des 
adduits seuls 
3,4/ 105 
6,7/ 106 
3,4/ 106 
6,7/ 107 
3,4/ 107 
6,7/ 108 
44 % 
99 % 
95 % 
104 % 
115 % 
102 % 
19 % 
76 % 
91 % 
105 % 
93 % 
103 % 
Etape de marquage des adduits en 
présence de 7µg d'ADN hydrolysé 
3,4/ 105 
6,7/ 106 
3,4/ 106 
6,7/ 107 
3,4/ 107 
6,7/ 108 
45 % 
87 % 
112 % 
75 % 
100 % 
na 
8 % 
81 % 
82 % 
102 % 
na 
na 
Etapes "d'enrichissement" à la nucléase 
P1 et marquage des adduits en présence 
de 7µg d'ADN hydrolysé 
3,4/ 105 
6,7/ 106 
3,4/ 106 
6,7/ 107 
3,4/ 107 
6,7/ 108 
2 % 
10 % 
17 % 
64 % 
58 % 
na 
6 % 
43 % 
46 % 
64 % 
72 % 
na 
C-C8 OTA-dG  
O-C8 OTA-dG  
d1000  d500  d100  d50  
Chapitre III– Mise en évidence d'adduits covalents de l'OTA à l'ADN par utilisation de la 
méthode du post- marquage de l'ADN au 32P. 
  136 
 
3.2.  Etude du marquage des adduits standard. 
 
Nous avons étudié l'efficacité de marquage des adduits standard par la T4 
polynucléotide kinase en fonction de leur concentration, les profils de migration obtenus sont 
présentés sur la figure 43. On observe que le marquage des adduits est proportionnel à la dose, 
pour les concentrations étudiées.  
 
D'autre part, lors d'une réaction typique de marquage, 10 à 20 nmoles d'ADN sont 
marquées par 10 à 20 pmoles de 32P-ATP. Pour réduire ce déficit (1000 fois), il est nécessaire 
d'éliminer les nucléotides non adduités. C'est la méthode d'enrichissement, celle que nous 
utilisons est la nucléase P1. C'est la technique la plus couramment utilisée pour les grosses 
molécules comme les HAPs car leur taille leur confère une résistance à l'enzyme. Cette 
résistance peut être perdue avec des petites molécules fixées sur des sites particuliers. Il est 
connu que la liaison d'amines aromatiques en position C8 de la guanine est particulièrement 
vulnérable (Hemminki et al., 1991). Dans ce cas, une autre méthode de sélection des adduits à 
l'aide de butanol peut-être employée. Nous avons donc étudié le taux de récupération des 
adduits après cette étape de sélection.  
Le tableau 12 présente les taux d'adduits marqués exprimés en adduits par nucléotides 
normaux selon la procédure de post-marquage subie.  
Le marquage est comme nous l'avons vu sur la figure 43 proportionnel à la 
concentration en adduits. Cependant à partir de l'équivalent de 3,4 adduits /105 nucléotides en 
C-C8 OTA-dG et 6,7/106 adduits par nucléotides normaux en O-C8 OTA-dG, on observe une 
baisse de l'efficacité du marquage. Celle-ci pourrait être liée à un phénomène de saturation. 
Toutefois, ceci ne devrait pas générer de problèmes pour la recherche des adduits à l'OTA in 
vivo étant données les fortes concentrations auxquelles ce phénomène intervient. D'autre part, 
la présence d'ADN lors de l'étape de marquage ne perturbe pas le processus. 
L'étape "d'enrichissement" par la nucléase P1 entraîne une perte d'adduits qui est 
fonction de la concentration analysée. En effet, les pourcentages de récupération pour les deux 
types d'adduits avoisinent 60 à 70% pour des concentrations de l'ordre de 107 adduits par 
nucléotides normaux. Pour des concentrations de l'ordre de 106 adduits par nucléotides 
normaux, ces taux de récupération sont d'environ 15% pour le C-C8 OTA-dG et 45% pour le 
O-C8 OTA-dG. Cette expérience tente à montrer que les adduits d'OTA sur la guanine sont 
partiellement digérés par la NP1. Des tests rapides de la technique "d'enrichissement" au 
butanol n'ont pas montré des taux de récupération supérieurs tout en générant un bruit de fond 
assez important. Cette technique est, de plus, longue et plus fastidieuse à mettre en œuvre; et 
les résultats obtenus jusqu'à présent l'ont été par la technique à la nucléase P1. Nous n'avons 
donc pas développé plus en avant cette méthode. 
 
3.3. Conclusion. 
 
Le fait de disposer d'adduits standard a été une grande avancée dans l’évaluation de la 
génotoxicité de l’OTA. En effet, cela a permis de mettre en lumière trois étapes clés où 
pouvait se produire une perte d'adduits. Ce sont les étapes "d'enrichissement" à la nucléase P1 
et les étapes chromatographiques D1 et D3.  
Nous avons aussi montré que les niveaux d'adduits détectés étaient sous-estimés car 
bien que l'efficacité de marquage des adduits par la kinase soit identique à celle des 
nucléotides normaux, "l'enrichissement" par la nucléase P1 entraîne une perte d'adduits. 
Toutefois, il reste à vérifier que les adduits ne sont pas perdus lors de l'hydrolyse, pour cela il 
serait intéressant de disposer d'un ADN synthétique comportant ces deux adduits afin 
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d'étudier l'effet de la phosphodiestérase (SPD). En effet, il a été montré qu'à cette étape, le 
relargage des adduits n'est souvent pas quantitatif (Cheh et al., 1990). 
  
 En confirmant que les adduits standard peuvent être détectés par la méthode de post-
marquage, nous soutenons l'hypothèse que les adduits retrouvés par différents auteurs suite à 
une exposition à l'OTA peuvent être des adduits OTA-ADN. Pour valider cette hypothèse, 
nous allons dans la partie suivante étudier les adduits standard en cochromatographie avec de 
l'ADN d'animaux ayant été exposés à l'OTA. 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44: Autoradiogrammes des adduits à l'ADN observés 
 dans des reins de rats. 
 
 
 
 
 
 
Taux d'adduits (adduit/ nucléotides normaux) 
Echantillons analysés 
C-C8 OTA-3’6dGMP 
4 
5 
9 
10 
13 
16 
19 
20 
52 ± 5/ 109 
30 ± 2/ 109 
71 ± 7/ 109 
21 ± 3/ 109 
48 ± 5/ 109 
25 ± 6/ 109 
61 ± 7/ 109 
45 ± 4/ 109 
C-C8dG-OTA 
 
O-C8dG-OTA 
 
C+O-C8dG-OTA 
 
Tableau 13: Taux d'adduit C-C8 OTA-3’6dGMP observés dans des reins de rats. 
4 5 9 10
2
1613 19 20
Contrôle  négatif 
ADN 
Contrôle positif 
BaP 
Chapitre III – Mise en évidence d'adduits covalents de l'OTA à l'ADN par utilisation de la 
méthode du post- marquage de l'ADN au 32P. 
  139  
 
PARTIE B : ETUDE DE LA PRESENCE IN VIVO D'ADDUITS A L'ADN D'OTA PAR 
LA TECHNIQUE DU POST-MARQUAGE AU 32P.  
 
 
 
4. Analyse d'ADN de rats exposés à l'OTA. 
 
Au cours de cette étude, nous avons analysé de l'ADN de tissus rénaux provenant de rat. 
Comme des études précédentes ont montré des résultats contradictoires quant à la formation 
d'adduits à l'OTA in vivo, le but de cette étude était de rechercher si oui ou non des adduits à 
l'ADN sont induits par un traitement à l'OTA. Pour cela, nous disposions de vingt rats traités 
par le Pr Mantle dans le cadre du projet européen "OTA risk assessement", dont les 
traitements subis par les animaux n'étaient pas connus de nous pour des raisons d'objectivité. 
Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 44 et le tableau 13. 
  
Parmi les vingt animaux, huit ont montré un profil d'adduits typique de l'OTA suggérant 
qu'ils avaient été exposés à cette toxine. Quatre de ces animaux présentent deux adduits qui 
comigrent avec les standards d'adduit C-C8 OTA-dG et O-C8 OTA-dG. Les quatre autres 
n'ont qu'un seul adduit comigrant avec le standard C-C8 OTA-dG. Le spot d'adduit 
correspondant au C-C8 OTA-dG a été quantifié et présente des taux variant de 20 à 80/109 
adduits/ nucléotides normaux. Toutefois, nous n'avons pas pris en compte le taux de 
récupération après l'hydrolyse et "l'enrichissement" ; aussi, ce taux est sous-estimé. D’un 
point de vue quantitatif, trois groupes d'animaux peuvent être distingués. Les animaux 9 et 19 
présentent le taux d'adduits le plus élevé avec une moyenne de 65/109 adduits/ nucléotides 
normaux. Les animaux 4 et 13 ont des taux similaires entre eux, soit 50/109 adduits/ 
nucléotides normaux et présentent les deux types d'adduits tout comme les animaux 9 et 19. 
Le troisième groupe est constitué des animaux 5, 10, 16 et 20 qui ne présente que le C-C8 
OTA-dG à des taux plus faibles de l'ordre de 30/109 adduits/ nucléotides normaux. 
 
Comme les animaux traités étaient de deux races différentes [Dark Agouty (DA) et 
Fisher (F)] et des 2 sexes, plusieurs hypothèses pouvaient être émises :  
1) les 4 animaux ayant deux adduits étaient de la même race  
2) les 4 animaux ayant deux adduits  étaient du même sexe  
3) la différence pouvait venir d'un traitement subi différent (gavage versus 
nourriture).  
 
En effet, une différence de susceptibilité entre espèces de rats et entre sexes avaient été 
mise en évidence lors d’une étude de carcinogénicité (Castegnaro et al., 1998 ; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1998 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). Récemment, l’équipe du Pr Mantle 
a montré que la contamination par gavage conduisait à l’obtention d’un nombre d’adduits plus 
important et de plus forte intensité en comparaison à un traitement identique, administré 
cependant via la nourriture (Miljkovic et al., 2002). 
 
Lors du décodage, il s’est avéré que les quatre animaux présentant les deux adduits 
étaient des rats de la race DA. Ceci est particulièrement intéressant, car il a été montré que ce 
sont ces rats qui sont le plus sensibles aux effets cancérogènes de l’OTA (Castegnaro et al., 
1998 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 1998 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). D’autre part, du point 
de vue patrimoine génétique, les rats Fisher ne possèdent ni de CYP 2C, ni de CYP 4A 
(Cummings et al., 1999). Or, la carcinogénicité et la génotoxicité de l’OTA sont corrélées, au 
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moins partiellement, à ces CYP (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998 ; Pinelli et al., 1999 ; El 
Adlouni et al., 2000). 
 
En conclusion, il s'est avéré que huit animaux avaient bien reçu un traitement OTA et 
que ces animaux correspondent aux huit que nous avons identifiés.   
Dans cette étude, nous confirmons que l'OTA induit la formation d'adduits à l'ADN. Ces 
résultats sont en accord avec ceux obtenus dans les reins de plusieurs animaux traités par 
l'OTA (pour un article général voir Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2005 ; Pfohl-
Leszkowicz & Castegnaro, 2005).   
 
La question qui s'est alors posée était de savoir quelle entité se fixait sur l'ADN. Est-ce 
que l'OTA forme des adduits par liaison directe sur l'ADN ou par un mécanisme indirect 
(stress oxydatif par exemple)? Pour répondre à cette question, nous avons utilisé deux 
approches:  
- d'une part, la recherche du type de base modifié,  
- d’autre part, l'utilisation des adduits standard dont nous disposions, pour 
réaliser des comigrations avec de l'ADN d'animaux exposés à l'OTA.  
 
Ceci fait l'objet des études suivantes (chapitre III, §5).  
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5. Liaison covalente des adduits à l'ADN. 
 
5.1. Formation in vitro d’adduits d’OTA sur des oligomères. 
 
Lors d’études précédentes, il avait été mis en évidence que la base principalement 
modifiée par l’OTA était la guanine (Obrecht-Pflumio & Dirheimer, 2000, 2001). Au 
laboratoire, nous avions montré, lors d’incubations de divers polynucléotides (poly dA, poly 
dG-dC ; polydC, polydT) avec de l’OTA et des microsomes de rein de porc, qu’en plus de 
modifications sur la guanine, nous avions aussi des modifications sur l’adénine (Azémar, 
2000).  
Dans le but de pouvoir analyser les adduits par spectre de masse, nous avons incubé 
dans les mêmes conditions que précédemment des octo-mères avec de l’OTA. Ces oligomères 
ont été analysés par post-marquage et par spectrométrie de masse.  
Les spectres de masse sont répertoriés dans la figure 45 et leurs masses respectives 
attendues dans le tableau 14. L’oligomère # 4 est intéressant, l’analyse de son spectre de 
masse montre l’apparition d’un nouveau pic correspondant à la perte d’une guanine modifiée. 
Cette expérience conforte l’hypothèse d’une liaison covalente au niveau de la guanine.  
Pour expliquer la perte d'une guanine modifiée observée, nous pouvons émettre 
l'hypothèse que l'OTA forme des adduits dépurinants.   
 
Tableau 14: Analyse des spectres de masse des oligonucléotides obtenus après incubation en 
présence d'OTA et de microsomes de medulla de porc. Masses attendues et détectées. 
 
 Oligo 1 Oligo 2 Oligo 3 Oligo 4 
Poids moléculaire 2649,62g/mol 2569,57g/mol 2529,55g/mol 2571,55g/mol
Masse de l'ion attendu 
(Etat de charge m/z où z=2) 1323,8 1283,8 1263,8 1284,8 
Masse de l'ion détecté 1323,2 1283,8 1264,2 1284,1 + 1119,6 
 
 
 
5.2. Preuve de la présence in vivo d'adduits covalents d'OTA sur le 
carbone 8 de la guanine. 
 
Au cours de cette étude, nous avons analysé différents tissus d'animaux (porc et rat) 
ayant été exposés à l'OTA. L'objectif de notre travail était d'identifier les adduits formés par 
l'OTA. Pour cela nous avons utilisé les standards C-C8 OTA-dG et O-C8 OTA-dG décrits 
dans la partie A du chapitre III pour réaliser des cochromatographies. 
     
Oligo 2: 5'-pGGATCCATp-3' 
1283,8 
Oligo 1: 5'-pGGATGGATp-3' 
1323,2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 a: Spectres de masse des oligonucléotides (# oligo 1 et # oligo 2) après incubation 
en présence de microsomes de medulla de porc et d'OTA. 
     
Oligo 4: 5'-pGCGCGCGCp-3' 
Oligo 3: 5'-pGCATCCATp-3' 
1264,2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 b: Spectres de masse des oligonucléotides (# oligo 3 et # oligo 4) après incubation 
en présence de microsomes de medulla de porc et d'OTA. 
1284,1
 
1119,6 
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Ce travail fait l'objet de trois publications dont les deux principales sont reproduites ci-
après: 
 
 1.  Faucet V., Pfohl-Leszkowicz A., Dai J., Castegnaro M., and Manderville R.A. (2004) 
Evidence for covalent DNA adduction by ochratoxin A following chronic exposure to 
rat and subacute exposure to pig. Chemical Research In Toxicology, 17:1289-1296. 
2. Dai, J., Park, G, Perry, J.L., Ill’ichev Y.V., Bow, D.A.J., Pritchard, J.B., Faucet, V., 
Pfohl-Leszkowicz, A., Manderville, R. & Simon, J.D. (2004) Molecular aspects of the 
transport and toxicity of ochratoxin A. Account Chem Res 37 (11) 874-881. 
 3.  Jennings-Gee J.E., Faucet-Marquis V., Dai J., Miller M.S., Manderville R.A., 
Schwartz G.G., and Pfohl-Leszkowicz A. (2005) Ochratoxin A: In Utero Exposure or 
Gavage Feeding in Rodents Induces Adducts in Testicular DNA. Carcinogenesis 
(soumis) 
 
Les deux premières publications caractérisent l'adduction de l'OTA à l'ADN dans des 
reins de rat et de porc par l'utilisation d'adduits C8 OTA 3'-dGMP comme standards 
cochromatographiques lors d'analyses de post-marquage au 32P. La troisième publication 
décrit l'effet d'une exposition in utero à de l'OTA au travers de nourriture contaminée. Dans 
les deux derniers articles, la contribution personelle apportée se situe au niveau de la 
détermination du modèle expérimental, de la préparation des protocoles et de l’exécution des 
manipulations liées à l'analyse des adduits à l'ADN.   
 
 
Les points importants qui peuvent être tirés de ces études sont les suivants: 
 
 -    L'OTA réagit photochimiquement avec le nucléotide 3'-dGMP pour produire les 
adduits covalents C-C8 et O-C8 OTA- 3'-dGMP.  
 -    In vivo, l'OTA induit la formation d'adduits covalents à l'ADN chez le rat après une 
exposition chronique et chez le porc après une exposition subaigüe à cette toxine. 
 -    L'exposition à l'OTA in utero induit des lésions sur les ADN testiculaire et rénal de 
souris chromatographiquement identiques à l'adduit C-C8 dG-OTA et de manière 
proportionnelle à la dose. 
 -     L'OTA est un cancérogène génotoxique.  
 -     Cette action génotoxique est transplacentaire.  
 
 
L'ensemble des résultats est décrit dans les deux articles suivants: 
Evidence for Covalent DNA Adduction by Ochratoxin A
following Chronic Exposure to Rat and Subacute
Exposure to Pig
Virginie Faucet,† Annie Pfohl-Leszkowicz,*,† Jian Dai,‡ Marcel Castegnaro,§,| and
Richard A. Manderville*,⊥
Department Toxicology & Food Safety, Lab. Genie Chimique, Ecole Nationale Supe´rieure
Agronomique de Toulouse, UMR-CNRS 5503, Agrobiopole-BP 107,
F31326 Castanet, Tolosan Cedex, France, Department of Chemistry, Wake Forest University,
Winston-Salem, North Carolina 27109-7486, IARC, 150 Cours Albert Thomas,
69000 Lyon, France, and Department of Chemistry, University of Guelph,
Guelph, Ontario N1G 2W1, Canada
Received May 4, 2004
Ochratoxin A (OTA) is a nephrotoxic mycotoxin that is a potent renal carcinogen in male
rats and is suspected of being the etiological agent of Balkan endemic nephropathy (BEN)
and its associated urinary tract cancers. Conflicting results have been obtained regarding the
genotoxicity of OTA and its ability to react directly with DNA upon oxidative bioactivation to
yield covalent DNA adducts. To characterize DNA adduction by OTA, the present study utilizes
the photooxidative properties of the toxin to generate authentic C8 OTA-3′-monophosphate-
deoxyguanosine (3′-dGMP) adducts for use as cochromatographic standards for 32P-postlabeling
detection of OTA-mediated DNA adduction in the kidney of rat and pig. Our results show
evidence for the photooxidation of OTA to yield carbon (C)- and oxygen (O)-bonded C8-3′-
dGMP adducts (C-C8 and O-C8) that have been isolated and characterized by LC/MS with
in-line UV and electrospray negative ionization (ES-) detection. A comparison to previously
published work on related C8-dG adducts supports C8 attachment by OTA. The C-C8 OTA-
3′-dGMP adduct standard is shown by 32P-postlabeling to comigrate with the major lesion
detected in the kidney of rat following chronic exposure to OTA and with one of four adducts
detected in the kidney of pig following subacute exposure to the toxin. The O-C8 OTA-3′-
dGMP adduct standard is also shown to coelute with a lesion detected in rat kidney. These
findings suggest a role for the OTA phenoxyl radical in OTA-mediated DNA adduction in vivo,
provide a rationale for the tumorigenesis of OTA, and strengthen the OTA hypothesis in the
etiology of BEN and the associated urinary tract tumors.
Introduction
Ochratoxin A (OTA;1 Figure 1) is a mycotoxin produced
notably by Aspergillus ochraceus and Penicillium verru-
cosum (1). The toxin is a potent renal carcinogen in male
rats (2-5) and causes a nephropathy affecting pigs that
closely resembles a fatal human kidney disease, Balkan
endemic nephropathy (BEN) (6, 7). BEN is a chronic
nephropathy endemic to restricted areas of the Balkans
where high levels of OTA are found in food. Although
controversial, OTA is suspected of being the etiological
agent of BEN and its associated urinary tract cancers.
The toxin has also been proposed to cause testicular
cancer in young men (8).
One hypothesis for the carcinogenicity of OTA is based
on the toxin’s genotoxic properties that follow from its
biotransformation via certain cytochrome P450s (9-11)
and/or peroxidases (12-15). On the basis of the 32P-
postlabeling assay, OTA facilitates guanine specific DNA
adducts in vitro (16, 17) and binds to the DNA of animal
tissue to form multiple lesions (18-20), several of which
* To whom correspondence should be addressed. (A.P.-L.) Tel: 33
562 193 947. Fax: 33 562 193 901. E-mail: leszkowicz@ensat.fr.
(R.A.M.) Tel: 519-824-4120, ext. 853963. Fax: 519-766-1499. E-mail:
rmanderv@uoguelph.ca.
† Ecole Nationale Supe´rieure Agronomique de Toulouse.
‡ Wake Forest University.
§ IARC.
| Present address: Les Collanges, 07240 Saint-Jean-Chambre,
France.
⊥ University of Guelph.
1 Abbreviations: OTA, ochratoxin A (N-{[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-
3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl]carbonyl}-3-phenyl-L-alanine); 3′-dG-
MP, 2′-deoxyguanosine-3′-monophosphate; OTA-dG, carbon (C)-
bonded ochratoxin A-deoxyguanosine adduct; PCP-dG, oxygen (O)-
bonded pentachlorophenol-deoxyguanosine adduct.
Figure 1. Chemical structures of OTA, OTA-dG, and PCP-
dG.
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comigrate with lesions observed in the diseased tissue
of Bulgarian subjects (21). However, because of the
absence of OTA-DNA adduct standards for postlabeling
studies, the structures of these adducts are unknown and
it is uncertain whether these lesions are attributed to a
reactive metabolite of OTA bound to DNA or to the
cytotoxic effects of OTA (22). Thus, the critical metabo-
lites and DNA adduction products of OTA that may
initiate tumorigenesis have not been identified.
Previously, we established that the toxin can react
covalently with 2′-deoxyguanosine (dG) to afford a carbon
(C)-bonded C8-dG OTA adduct (OTA-dG; Figure 1) (23).
These studies employed the photooxidative properties of
OTA to generate an authentic sample of OTA-dG that
was unambiguously characterized by LC/MS and two-
dimensional NMR spectroscopy. With an authentic sample
of OTA-dG in hand, it was then demonstrated that the
same adduct could be formed from OTA and dG following
oxidative activation by free Fe(II)/Fe(III), Cu(II)/Cu(I),
and horseradish peroxidase/H2O2 (23). The specificity for
C8-dG attachment by OTA suggested covalent reaction
through the intermediacy of the OTA phenoxyl radical
(23). We have also established that phenoxyl radicals of
certain chlorophenols react at the C8 site of dG to yield
oxygen (O) adducts [i.e., oxygen (O)-bonded pentachlo-
rophenol-deoxyguanosine adduct, PCP-dG, Figure 1],
as well as C adducts, a property ascribed to their well-
established ambident (O and C attachment) electrophi-
licity (24).
We now describe the isolation of 2′-deoxyguanosine-
3′-monophosphate (3′-dGMP) OTA adducts and their use
as standards for our previously reported 32P-postlabeling
study of OTA-mediated DNA adduction in male DA rat
kidney (4). We have also utilized the OTA adduct
standards to examine DNA adduction by OTA in the
kidney medulla of pig following subacute (3 weeks of
treatment) exposure of pig to OTA in feed. During the
course of our studies, Mally and co-workers reported that
acute exposure of young male rats to OTA (single dose,
500 íg/kg body wt or 2 mg/kg body wt/day for 2 weeks)
does not yield covalent DNA adducts, suggesting that
DNA adduction is unlikely to represent a mechanism for
OTA-induced carcinogenesis (25). In contrast, our data
show that OTA reacts covalently with 3′-dGMP to yield
C- and O-C8 adducts and that these adduct standards
comigrate with OTA-mediated DNA adducts isolated
from the kidney of rat and pig. These studies reaffirm
the ability of OTA to react covalently with DNA, they
are the first to highlight the nature of OTA-mediated
DNA adducts in vivo and imply that chronic exposure to
OTA may initiate tumorigenesis via direct interaction
with DNA.
Experimental Procedures
Caution: The work described involves the handing of hazard-
ous agents and was therefore conducted in accordance with NIH
guidelines for the Laboratory Use of Chemical Carcinogens (26).
Materials. OTA (benzene free) was purchased from the Food
Science and Technology Division (Pretoria, South Africa). 3′-
dGMP was purchased from Sigma-Aldrich. The enzymes were
purchased as follows: proteinase K (used as received), RNase
A, RNase T1 (boiled 10 min at 100 °C to destroy DNases), and
microccocal nuclease (dialyzed against deionized water) were
from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France); spleen phos-
phodiesterase (centrifuged before use) was from Calbiochem
(VWR, France); and nuclease P1 and T4 polynucleotide kinase
were from Roche diagnostics (Meylan, France). [ç 32P-ATP] (444
Tbq/mmol, 6000 Ci/mmol) was from Amersham (Les Ullis,
France); rotiphenol (phenol saturated with Tris-HCl, pH 8) was
from Rothsichel (Lauterbourg, France); cellulose MN 301 was
from Macherey Nagel (Du¨ren, Germany); polyethyleneimine
(PEI) was from Corcat (Virginia Chemicals, Portsmouth, VA);
Whatman no. 1 paper was from VWR (France); and PEI/
cellulose TLC plates used for 32P-postlabeling analyses were
prepared in the laboratory. Acetonitrile (ACN, HPLC grade) was
purchased from Fisher Scientific. Deionized water from a Milli-Q
system (Millipore) was used for HPLC analysis and preparation
of all aqueous solutions.
Instrumentation. An Agilent 1100 series HPLC system was
used for the separation of the adducts as well as the sample
delivery system to an Agilent 1100 series MSD_SL_00045 Trap
system with an electrospray ionization (ESI) interface. Separa-
tions were carried out on a 5 ím Agilent ZORBAX Eclipse XDB-
C8 column (4.6 mm  150 mm) at 25 °C, controlled by an Agilent
1100 series thermostat, with a flow rate of 0.75 mL/min using
5 mM aqueous ammonium formate and ACN as the mobile
phase (method I). The LC/MSD trap was operated at ESI
negative ion mode (ES-) with a capillary voltage of 3500 V. The
gas (N2) flow rate for the nebulizer was set at 60 psi. The flow
rate and temperature for the dry gas were 11 L/min and 350
°C, respectively. Data were acquired over the m/z range of 100-
1000 under normal scan resolution (13000 m/z/s). Data acquisi-
tion was started at 3 min after injection to minimize the sample
solvent effect to the baseline. Data analyses were performed
using LC/MSD Trap Software 4.1 DataAnalysis Version 2.1
(build 49).
Isolation of 3′-dGMP-OTA Adducts from Photochemi-
cal Reaction. A reaction mixture (1 mL total volume) of 100
íM OTA and 50 molar equivalents of 3′-dGMP in 100 mM
phosphate buffer (pH 7.4) was irradiated for 2 min using a
Xenon arc lamp (ILC Technology, 300W) through a Pyrex filter
(ì > 300 nm). The reaction mixture was concentrated using an
Agilent solid phase extraction (SPE) cartridge AccuBond II ODS-
C18. The crude materials were eluted by ACN. The photoreac-
tion and SPE treatment were repeated 10 times. The ACN
solutions were combined and evaporated to yield the crude
products. The crude products were redissolved in 50 mM
phosphate buffer (pH 7.4, 100-200 íL) for HPLC separation.
The HPLC isolation was performed on the Agilent 1100 series
HPLC system using the following mobile phase: 90/10 solvent
A/B for 5 min followed by a linear gradient to 25/75 solvent A/B
in 20 min (A, 5 mM ammonium formate in H2O; B, ACN). A
mixture of C- and O-C8 OTA-3′-dGMP adducts was obtained
after removal of HPLC solvents on a freeze-dry system (Freezon
4.5, LABCONCO). Further HPLC separation of the adduct
mixture using the mobile phase of 90/10 solvent A/B for 10 min
followed by a linear gradient to 40/60 solvent A/B in 10 min
(method II) afforded the two pure adducts after removal of
solvents. The photoreaction and separation were repeated
several times. The isolated C- and O-C8 adducts were pooled,
analyzed by LC/MS, and used as postlabeling standards.
Animals and Animal Treatment. The DNA used for 32P-
postlabeling analyses of OTA-mediated DNA adduction was
extracted from rat and pig kidneys that were available in our
laboratory. The rat kidney was derived from the treatment of
12 week old male DA rats that received 0.4 mg per kg body
weight OTA (solution in 0.1 M sodium bicarbonate) three times
a week for their lifespan (2 years) (4). The animals were
sacrificed by CO2 asphyxiation, and the tissues were frozen
immediately in liquid N2 and stored at -80 °C. As reported
previously (4), this OTA treatment protocol induced renal
adenocarcinoma in the DA male rats. The pig medulla kidney
tissue was obtained by unilateral nephrectomy of a pig fed OTA
(20 íg per kg body weight) continuously for a 3 week period.
After excision, the kidney was weighed and segments were
immediately frozen in liquid N2 and subsequently stored at -80
°C.
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Isolation of DNA. Kidneys (500 mg) were homogenized in
0.8 mL of a solution containing NaCl (0.1 M), EDTA (20 mM),
and Tris-HCl, pH 8 (50 mM) (SET). To the homogenate, 200 íL
of SDS (10%) was added, and following incubation for 10 min
at 65 °C, 800 íL of potassium acetate (6 M, pH 5) was added
and the reaction mixture was kept at 0 °C for 30 min. After
centrifugation for 25 min at 0 °C (10000g), the supernatant,
which contained nucleic acids, was collected and nucleic acids
were precipitated overnight at -20 °C by adding 2 volumes of
cold ethanol. The DNA pellets were collected and washed once
with 1 mL of 90% ethanol and dissolved in 500 íL of SET (15
min at 37 °C). The total extract was mixed with 10 íL of a
mixture of RNase A (20 mg/mL) and RNase T1 (10 000 U/mL)
(note: before use, the RNases were boiled at 100 °C for 15 min
to destroy DNases) and incubated for 1 h at 37 °C; this
treatment was repeated twice. Samples were then treated with
25 íL of proteinase K solution (20 mg/mL SET) for 1 h at 37
°C. After digestion, 500 íL of rotiphenol was added and the
mixture was moderately shaken for 20 min at room temperature
and centrifuged for 15 min at 15 °C (10000g). The aqueous phase
was collected after two extractions. After a final extraction with
one volume of chloroform/isoamyl alcohol (24:1), the aqueous
phase was collected and 50 íL of sodium acetate (3 M, pH 6)
was added. The DNA was precipitated by the addition of two
volumes of cold ethanol overnight at -20 °C, and the precipitate
was collected by centrifugation at 10000g for 30 min. The DNA
pellet was washed four times with 90% ethanol. The purity of
the DNA was checked by recording UV spectra between 220 and
320 nm.
32P-Postlabeling Analysis of OTA-Mediated DNA Ad-
duction. The method used for 32P-postlabeling was that initially
described by Reddy and Randerath (27), with minor modifica-
tions including validation steps described previously (28).
Briefly, dried DNA (7 íg) was digested at 37 °C for 4 h with 10
íL of the mix containing 1 íL of micrococcal nuclease (2 mg/
mL corresponding to 500 U), spleen phosphodiesterase (15 mU/
íg DNA), 1 íL of sodium succinate (200 mM), and 1 íL of
calcium chloride (100 mM, pH 6). The digested DNA was then
treated with 5 íL of the mix containing 1.5 íL of nuclease P1
(4 mg/mL), 1.6 íL of ZnCl2 (1 mM), and 1.6 íL of sodium acetate
(0.5 M, pH 5) at 37 °C for 45 min. The reaction was stopped by
adding 3 íL of Tris base. The DNA adducts were labeled as
follows. To the NP1 digest, 5 íL of the reaction mixture
containing 2 íL of bicine buffer [Bicine (800 íM), dithiothreitol
(400 mM), MgCl2 (400 mM), and spermidine (400 mM) adjusted
to pH 9.8 with NaOH], 20 U of polynucleotide kinase T4, and
100 íCi of [ç-32P]ATP (specific activity 6000 Ci/mmol) was added
and incubated at 37 °C for 45 min. Normal nucleotides,
pyrophosphate, and excess ATP were removed by chromato-
graphy on PEI/cellulose TLC plates in 2.3 M NaH2PO4 buffer,
pH 5.7, overnight (D1). The origin areas containing labeled
adducted nucleotides were cut out and transferred to another
PEI/cellulose TLC plate, which was run in 4.8 M lithium formate
and 7.7 M urea (pH 3.5) for 3 h (D2). A further migration was
performed after turning the plate 90° anticlockwise in 0.6 M
NaH2PO4 and 5.95 M urea (pH 6.4) for 3 h (D3). Finally, the
chromatogram was washed in the same direction in 1.7 M NaH2-
PO4, pH 6, for 2 h (D4). Autoradiography was carried out at
-80 °C for 48 h in the presence of an intensifying screen.
Radioactive spots were detected by autoradiography on Kodak
film.
32P-Postlabeling of OTA Adduct Standards and Comi-
gration with Kidney DNA. The standard OTA-3′-dGMP
adducts (C-C8 and O-C8) were dissolved in sterile deionized
water. A dilution corresponding to 143 fmol of adducts was 32P-
postlabeled using conditions described above. OTA adducts in
kidney DNA were identified by cochromatography of DNA
adducts from the kidneys (3.5 íg of digested DNA) and OTA
standards using the PEI/cellulose TLC plates described above.
Quantitation of DNA Adducts. While quantitation of DNA
adducts from 32P-postlabeling is typically expressed as relative
adduct level (RAL), the assumptions (correction factors) used
in this analysis (e.g., that adducted and normal nucleoside 3′-
phosphates are labeled with equal efficiency) are known to
generate inaccurate measurements (29). To avoid the use of
correction factors of unknown accuracy, adduct levels are
expressed in disintegration per min (dpm), which was measured
directly from the radioactive spots using a bioscanner and the
core software Ambis. For quantitation of adduct levels from
comigration with adduct standards, 7 íg of 32P-labeled DNA and
143 fmol of 32P-labeled OTA-3′-dGMP adduct standard (labeled
separately) were split into two equal parts and spotted sepa-
rately on two different sheets with one sheet containing 1/2 dpm
in DNA (7 íg) + 1/2 dpm in C-C8 adduct standard; the second
sheet contained the DNA + the O-C8 adduct standard. Ap-
propriate blank count rates were subtracted from sample count
rates to obtain adduct frequencies in dpm.
Results
OTA-3′-dGMP Adduct Standards. The OTA-3′-
dGMP adduct standards were generated by photoirra-
diation (2 min duration) of OTA (100 íM) with 50 mol
equiv 3′-dGMP in 100 mM phosphate buffer (pH 7.4) and
were characterized by LC/MS with in-line UV and
negative ionization electrospray MS (ES-) detection. The
small amounts of OTA-3′-dGMP adducts prohibited
accurate determination of adduct yields and the use of
NMR spectroscopy for adduct characterization.
Figure 2 shows the HPLC (method II) in-line photo-
diode array UV data obtained from the separation of
several combined photoreactions. The anticipated C-C8
adduct (23) was ascribed to the peak eluting at 4.6 min
(Figure 2a). Consistent with this assignment, the adduct
peak exhibited a UV spectrum with phenolic absorbances
at 320 and 370 nm under the HPLC conditions of
ammonium formate/ACN (pH 7.0) (Figure 2b). These
absorbances are analogous to those of the nonchlorinated
OTB analogue that shows phenolic absorbances at 320
nm in acid and 371 nm in base; the corresponding
absorbances for OTA are 333 and 383 nm (30). As a
further comparison, OTA-dG (Figure 1) showed a single
phenolic absorbance at 320 nm under the acidic HPLC
conditions of formic acid/ACN. Figure 3a shows the ES-
spectrum of the peak ascribed to the C-C8 adduct with
[M - H]- ) 713 [M ) OTA (403) + 3′-dGMP (347) - HCl
(36) ) 714] that lacks the OTA chlorine isotope. The ion
at m/z 517 represents the loss of 3′-MP-deoxyribose; the
same ion was noted in the ES- spectrum of OTA-dG for
the loss of the deoxyribose moiety (23).
The second adduct peak eluted at 5.9 min (Figure 2a)
and was ascribed to an O-C8 adduct derived from
attachment of the phenolic oxygen of OTA to the C8 site
of 3′-dGMP with the loss of two protons. Support for this
assignment stemmed from the UV spectrum of the adduct
peak in ammonium formate/ACN (Figure 2c) that dis-
played a single phenolic absorbance at 290 nm that was
insensitive to pH changes; this spectrum was remarkably
similar to the UV spectrum of PCP-dG (Figure 1) in
formic acid/ACN that showed absorbances at 212, 246,
and 283 nm (24). The ES- spectrum of the peak ascribed
to O-C8 is shown in Figure 3b and contained the
molecular ion at [M - H]- ) 747/749 with the OTA
chlorine isotope [M ) OTA (403/405) + 3′-dGMP (347) -
2H ) 748/750]. Collision-induced dissociation (CID) of the
parent ion yielded ions containing the chlorine isotope
at m/z 551/553 [M - 3′-MP-deoxyribose - H]-, m/z 386/
388 [551 - O - G(166) + H], and m/z 342/344 [386 -
CO2(44)] that strongly supported the O-C8 assignment.
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The adduct peaks ascribed to C- and O-C8 OTA-3′-
dGMP from repetitive experiments were pooled and
lyophilized to dryness for 32P-postlabeling analysis.
OTA-DNA Adducts in the Kidney of Rat and Pig.
Figure 4 shows the results from 32P-postlabeling analyses
of the OTA-3′-dGMP adduct standards (Figure 4c-e),
including control DNA (Figure 4a) and a positive control
consisting of benzo[a]pyrene (B[a]P; Figure 4b) adducts
(28). No spot was present in control DNA, while the B[a]P
standard displayed the same characteristic adduct spots
described previously (28). Each OTA adduct standard
(Figure 4c,d) showed a single spot and exhibited different
chromatographic properties, as shown in Figure 4e. The
theoretical labeling of 143 fmol is equivalent to 6.74
adduct/108 nucleotides. As shown in Table 1, the mea-
sured dpm values for the C-C8 adduct (Figure 4c) and
the O-C8 adduct (Figure 4d) were 1810 and 1469,
respectively, which was slightly higher than the values
obtained when both adducts were labeled simultaneously
(1390 and 1416; Table 1).
Figure 5 shows the 32P-postlabeling results from DNA
extracted from the kidneys of rats treated chronically
with OTA and from the kidney of a pig following subacute
exposure. Both rats (Figure 5a,d) showed a number of
distinct adduct spots. For the DA rat no. 81 kidney DNA
shown in Figure 5a, the major adduct appeared as an
unresolved spot (A1 and A2) and was found to comigrate
with both the C-C8 adduct standard (Figure 5b) and the
O-C8 adduct (Figure 5c). Interestingly, under identical
Figure 2. HPLC separation (ammonium formate in H2O:ACN)
of OTA-3′-dGMP adducts with in-line photodiode array UV
detection. (a) UV trace monitored at 330 nm showing peaks for
the C- and O-C8 adducts of OTA-3′-dGMP. (b) UV spectrum of
the C-C8 OTA-3′-dGMP adduct highlighting phenolic absor-
bances at 320 and 370 nm. (c) UV spectrum of the O-C8 OTA-
3′-dGMP adduct with a phenolic absorbance at 290 nm.
Figure 3. ES- spectra of peaks ascribed to the C8 adducts of
OTA-3′-dGMP. (a) ES- spectrum of the C-C8 adduct with [M
- H]_ ) 713 showing CID of the parent ion to yield the ion at
m/z 517 representing the loss of 3′-MP-deoxyribose. (b) ES-
spectrum of the O-C8 adduct with [M - H]_ ) 747/749
highlighting the chlorine isotope of the parent ion and its CID
to yield the ion at m/z 551/553 for the loss of 3′-MP-deoxyribose.
Figure 4. 32P-postlabeling analysis of OTA-3′-dGMP adduct
standards formed by photoirradiation of OTA in the presence
of 3′-dGMP. (a) Control DNA. (b) B[a]P adduct standard. (c)
C-C8 OTA-3′-dGMP adduct standard. (d) O-C8 OTA-3′-dGMP
adduct standard. (e) Coelution of the C-C8 and O-C8 OTA-3′-
dGMP adducts.
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conditions, the DA rat no. 85 kidney DNA shown in
Figure 5d showed a well-resolved major adduct (A1) that
was found to comigrate with the C-C8 OTA-3′-dGMP
adduct standard (Figure 5e) but not with the O-C8 adduct
standard that could be clearly distinguished from the
major (A1) DNA lesion (Figure 5f). For the pig kidney
DNA shown in Figure 5g, four distinct adduct spots were
detected, one (A1) of which coeluted with the C-C8 3′-
dGMP-OTA adduct (Figure 5h). Relative adduct levels,
expressed in dpm, determined from the 32P-postlabeling
analyses of the kidney DNA are given in Table 1.
Discussion
The purpose of this study was to determine whether
OTA-DNA adduct standards, generated by the photo-
reaction of OTA with 3′-dGMP, comigrate with OTA-
mediated DNA adducts in rat and pig kidneys, the target
tissue for OTA carcinogenicity. It was anticipated that
such efforts would demonstrate the potential of OTA to
react directly with DNA in vivo and shed light on the
nature of adduct structure.
With regard to the generation of OTA adduct stan-
dards, the photoreaction of OTA and 3′-dGMP generated
two covalent adducts, as evidenced by LC/MS analyses.
While the low yields of adducts prohibited unambiguous
assignment by two-dimensional NMR techniques, their
UV and MS characteristics were consistent with those
previously observed for OTA-dG (23) and PCP-dG (24)
(Figure 1) that had been fully characterized by NMR. On
the basis of these observations, the two adduct standards
were assigned as C-C8 and O-C8 OTA-3′-dGMP (Figures
2-4). Because the photoreaction of OTA is known to yield
the OTA phenoxyl radical (31) and we have established
that phenoxyl radicals react covalently with the C8 site
of dG (24), formation of the OTA-3′-dGMP adduct
standards suggested the intermediacy of the OTA phen-
oxyl radical in covalent bond formation.
The 32P-postlabeling results presented in Figure 5 show
that the C-C8 OTA-3′-dGMP adduct comigrates with the
major lesion detected in the kidney of male DA rat
(Figure 5e) and with one of four adducts detected in the
kidney medulla of pig (Figure 5h). This observation
suggests strongly that the C-C8 adduct of OTA is formed
in vivo. The O-C8 adduct was not detected in pig DNA
nor in the kidney DNA of DA rat no. 85 (Figure 5f).
However, the O-C8 adduct did appear to comigrate with
a lesion (A2) detected in DA rat no. 81 kidney (Figure
5c), highlighting the potential ambident electrophilicity
of phenoxyl radicals in vivo. Interestingly, on the basis
of structure-activity relationships, Malaveille and co-
workers earlier predicted that the genotoxicity of OTA
would stem from production of the OTA phenoxyl radical
(32). The results presented here demonstrate this pos-
sibility. It is also worthy to note that DNA adduct
formation generally correlates with tumor incidence (33).
The different ratios of adducts for the two inbred rats
(Table 1) were consistent with the variability noted in
the tumor studies where 30% of the rats developed
urinary tract tumors (4).
Our current findings on OTA-mediated DNA adduction
are also consistent with previously published biochemical
data. For example, in vitro DNA adduction by OTA
requires the presence of rat kidney microsomes that
contain high amounts of peroxidases (12), enzymes
known to oxidize phenolic substrates into phenoxyl
radical electrophiles (34). DNA adduction by OTA is
inhibited by superoxide dismutase and catalase if given
to mice before OTA administration (13). Protection from
OTA genotoxicity by indomethacin and aspirin [inhibitors
of cyclooxygenase and lipoxygenase enzymes] in the
urinary bladder and kidneys of mice has also been
observed (35), as has the prevention of OTA-mediated
DNA adduction by antioxidant vitamins (36). These
findings coupled with the present data all support the
implication of a peroxidase pathway in OTA biotrans-
formation that yields the OTA phenoxyl radical that
reacts covalently with DNA.
Despite evidence for the genotoxicity of OTA (e.g., 4,
5, 9-21, 23, 32, 35, 36), other researchers have been
unable to detect direct DNA damage by OTA (e.g., 25)
and favor an indirect mechanism for OTA-mediated
carcinogenicity that involves oxidative stress (37) and
OTA-mediated cytotoxicity (22). With regard to DNA
damage by OTA, the toxin lacks a DNA-binding motif,
and as a dianion at physiological pH, it would be
electrostatically repelled by the DNA helix. The toxin
gives negative results using standard short-term tests
for identifying genotoxic carcinogens (38), and although
OTA is metabolized by oxidative enzymes, DNA adduct
levels are low as compared to B[a]P, for example, making
detection of such adducts difficult. Coupled with the
known tendency of the 32P-postlabeling technique to
underestimate adduct formation due to incomplete DNA
digestion, inefficiency of adduct labeling by polynucle-
otide kinase, and/or loss of adducts during enrichment
and chromatography stages (29), it is not surprising that
the ability of OTA to interact with DNA directly has
generated much controversy regarding OTA toxicity.
Currently, OTA is classified as a possible human car-
cinogen (group 2B), and a threshold model is used to
regulate OTA with a provisional tolerable weekly intake
of 100 ng OTA/kg body weight (39). However, stricter
regulations are applied to genotoxic carcinogens (linear
dose response model), which if applied to OTA, could be
costly since the growth of OTA-producing molds is not
readily controlled in stored animal and human foods (40).
Now that we have provided evidence for the in vivo
presence of C8-dG adducts of OTA, a number of inter-
esting questions are worthy of pursuit. Are such adducts
of OTA mutagenic, and if so, what is the nature of the
mutations that they induce? A number of C8-aryl
adducts have been characterized from in vitro assays
(41-44), and the C8-phenyl-dG adduct has been shown
to be weakly miscoding, capable of generating G f T and
Table 1. Quantification of C-C8 and O-C8 OTA-dGMP
Adducts
sample main adduct alone +C-C8c +O-C8c
rat no. 81 A1 419.7a 1089 (1114.8)d 202.8 (209.9)
A2 288.5 180 (144.3) 885 (878.8)
rat no. 85 A1 445.9 1118 (1127.9) 250 (223)
A2 NDb ND 710 (734.4)
pig A1 432 1080 (1121) NA
A2 ND ND NA
C-C8 1810 NAe NA
O-C8 1469 NA NA
O-C8 + C-C8 1390 NA NA
1416 NA NA
a Radioactivity incorporated is expressed in dpm (disintegration
per minute). b ND, not detectable. c DNA (3.5 íg) was comigrated
with half of each standard. d Estimated value in brackets [1/2 dpm
in DNA (7 íg) + 1/2 dpm in adduct standard]. e NA, not analyzed.
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G f C transversions (44). The C8-phenyl adduct also
appears to destabilize B-form DNA and stabilize Z-form
DNA (45); a more bulky C8-aryl G adduct adopts a syn
conformation (46), suggesting that such lesions distort
DNA structure. While very little information is available
on the impact of O-bonded C8-dG lesions of aryloxides,
adducts at the C8 site of dG are very characteristic of
N-substituted aromatics (47), and it has been well-
established that N-bonded C8-dG lesions can induce
frameshift mutations (48). Synthetic strategies for the
preparation of C-C8 (45, 46) and O-C8 (49) adducts are
available, and we plan to utilize these methods to
incorporate C8-dG adducts of OTA into duplex DNA for
further study.
We have also shown that OTA oxidation generates a
quinone (OTQ)/hydroquinone (OTHQ) redox couple (50-
52); the reduced OTHQ species has been detected in the
urine of rat following administration of OTA by gavage
(25). Preliminary LC/MS results show that autoxidation
of OTHQ in the presence of dG yields covalent adducts,2
and it is anticipated that OTQ contributes to in vivo DNA
adduction by OTA (7, 50-52). Isolation of OTQ-3′-dGMP
adduct standards for 32P-postlabeling analyses of OTA-
DNA adducts in the kidneys of rat and pig may provide
additional insight into the biotransformation of OTA and
its subsequent interactions with DNA. We predict that
these studies will help provide a model for OTA toxicity,
wherein the toxin is viewed as a genotoxin that causes
cancer upon chronic exposure.
In summary, we have demonstrated that the natural
product OTA reacts photochemically with 3′-dGMP to
yield C-C8 and O-C8 OTA-3′-dGMP covalent adducts
that suggest the intermediacy of the OTA phenoxyl
radical in DNA adduct formation. We have also provided
new evidence for the direct interaction of OTA with DNA
following chronic exposure to rat and subacute exposure
to pig that demonstrate the potential of the OTA phen-
oxyl radical to form covalent C8-3′-dGMP adducts in
vivo.
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ABSTRACT 
Ochratoxin A (OTA), a carcinogenic mycotoxin, is a prevalent contaminant of food and 
is the putative cause of Balkan endemic nephropathy and tumors of the urinary tract.  
Recently, we hypothesized that OTA may be an important cause of testicular cancer.  In this 
study, we tested the hypothesis that exposure to OTA results in DNA adducts in testicular 
DNA in rodents following gavage and in utero exposures.  Rodents were treated either with a 
single dose (ranging from 0-1056 µg/kg bw) of OTA by oral gavage or were treated in utero 
by a single i.p. injection of the dam at late gestation with 2.5 mg/kg/bw.  Gavage-fed animals 
were sacrificed after 48 hrs and the concentration of OTA and presence of DNA adducts were 
determined in kidney and testis.  Tissue levels of OTA increased with doses of OTA in a non-
linear manner.  Gavage-fed mice and rats accumulated OTA in kidney and testis.  DNA 
adducts were detected in testis of animals gavaged with a single dose of OTA concentration 
(3.5µg/kg bw), even though OTA could not be detected in tissue.   
     Feeding OTA to pregnant mice produced no signs of overt toxicity, as measured by 
litter size or weight.  However, mouse pups exposed to OTA at late gestation and sacrificed at 
birth had DNA lesions in kidney and testis that are identical to those produced by gavage 
feeding.  These findings supports the hypothesis that early exposure to OTA produces adducts 
in testicular DNA that later may be promoted to testicular cancer. 
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INTRODUCTION 
 
Ochratoxin A is a mycotoxin produced by species of Aspergillus and Penicillium fungi that 
has long been studied as a renal toxin and carcinogen in mammals.  OTA contamination of 
grain is the cause of Danish nephropathy, a renal disease of swine that is an important cause 
of economic losses in the pork industry (1, 2). OTA is suspected as the etiologic agent in a 
fatal kidney disease of humans, Balkan endemic nephropathy (BEN) (3, 4).  Approximately 
30% of patients dying with BEN have tumors of the urinary tract (4, 5).  High levels of OTA 
are found in human serum in areas where OTA contamination of food stuffs is especially 
high, particularly in northern Europe. For example, 49% of blood bank samples in Denmark 
test positive for OTA (6).   
     We recently proposed that exposure to OTA may be an important cause of testicular cancer 
(7). The major features of the descriptive epidemiology of testicular cancer, including 
increasing incidence rates over time, a high incidence in northern Europe, and associations 
with high socioeconomic status and infertility, all are associated with exposure to OTA (see 
ref. 7). We hypothesized that contamination of foods with OTA during early life or through in 
utero transfer causes lesions in testicular DNA that are later promoted to testicular cancer.  
OTA is known to cross the transplacental barrier in rodents and to cause adducts in kidney 
DNA (8, 9). Thus, OTA is a transplacental, genotoxic carcinogen.   
     OTA is a known renal carcinogen (10, 11, 12, 13) and is a biologically plausible cause of 
testicular tumors for many reasons (see ref. 7), including the observation that during 
embryogenesis, the testis develops from the fetal kidney. This paper tests the hypothesis that 
in utero exposure to OTA causes adducts in both testicular and kidney DNA, and that these 
lesions are identical to those that can be produced in the kidney by consuming OTA-
contaminated food. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Chemicals 
OTA (benzene free), 3′-dGMP,  Proteinase K, RNase A, RNase T1 (boiled 10 min at 
100 °C to destroy DNases), and microccocal nuclease (dialyzed against deionized water) were 
purchased from Sigma-Aldrich, (Saint-Quentin Fallavier, France); spleen phosphodiesterase 
(centrifuged before use) was from Calbiochem (VWR, France); and nuclease P1 and T4 
polynucleotide kinase were from Roche diagnostics (Meylan, France). [γ32 P-ATP] (444 
Tbq/mmol, 6000 Ci/mmol) was from Amersham (Les Ullis, France); rotiphenol (pH 8) was 
from Rothsichel (Lauterbourg, France); cellulose MN 301 was from Macherey Nagel (Düren, 
Germany); polyethyleneimine (PEI) was from Corcat (Virginia Chemicals, Portsmouth, VA); 
Whatman No. 1 paper was from VWR (France); and PEI/cellulose TLC plates used for 32P-
postlabeling analyses were prepared in the Toulouse laboratory. All reagents, excluding 
solvents, were of normal purity grade. All solvents were of HPLC grade from ICS 
(Lapeyrouse-Fossat, France). Deionized water from a Milli-Q system (Millipore, France) was 
used for HPLC analysis as well as for preparation of all aqueous solutions. 
 
Animals and animal treatment 
For gavage feeding studies, seven week old male Wistar rats weighing 100g, and 
Balb/C mice, weighing 20g, were purchased from IFFA-CREDO, L’Arbresle, France and 
were housed in individual cages and kept in environmentally controlled conditions 
(ventilation, 22° C, 12 hours dark/light cycles).  After an acclimation period of one week, rats 
or mice were given OTA by a single intragastric intubation (oral gavage, 0-1056 µg/kg/bw) 
and were sacrificed 48 h after OTA administration. For transplacental studies, 6 to 8 week old 
inbred Swiss (SWR/J) mice were purchased from The Jackson Laboratory, (Bar Harbor, ME, 
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USA). Animals were housed in plastic cages with hardwood shaving bedding, allowed free 
access to food and water, and were maintained on a 12 hours dark/light cycle. After 
acclimation for two weeks, mice were mated by placing 2 to 3 females in a cage with one 
male. Pregnant mothers were treated on the 17th day of pregnancy (day one of pregnancy was 
the first day following overnight mating) by a high i.p. injection with either 2.5 mg/kg/bw 
OTA dissolved in olive oil or vehicle (olive oil) at an equivalent volume.   
We first performed studies to determine the potential toxicity of OTA delivered i.p. to 
Swiss mouse dams at day 17 of gestation. For these studies offspring were monitored by 
determination of number of pups born, average litter weight, survival to weaning, and weight 
at 1 month. Dams were monitored for signs of overt toxicity. For adduct analysis, pups were 
sacrificed at birth, gender identified at necropsy, and kidneys and testes removed from males.  
Testis and kidney isolated from the Wistar rats, Balb/C mice and Swiss mouse pups were 
immediately frozen in dry ice and stored at –80°C pending DNA adduct analysis and/or OTA 
content analysis.  
OTA determination in tissues  
Tissue OTA content was extracted as described by Petkova-Bocharova et al., 2003 (14).  
Briefly, 500 mg of tissue was homogenized with 10 ml of 0.1 M MgCl2/0.05 M HCl, pH 1.5 
and extracted three times with chloroform. Combined chloroform extracts were extracted 
twice against sodium hydrogen carbonate, the aqueous phase acidified to pH 1.5, and further 
extracted with chloroform. Combined chloroform extracts were dried under vacuum, 
dissolved in methanol, filtered, dried under nitrogen and dissolved in 200 µl of methanol for 
HPLC analysis. OTA was analysed by reversed phase HPLC using a Nucleosil 100-3-C18 
column, 15 cm under isocratic elution (Methanol, 600 ml; acetonitrile, 600 ml; ultrapure 
water, 800 ml; sodium acetate, 3 H2O, 0.68 g; glacial acetic acid, 28 ml). Detection was 
performed with a programmable fluorimeter GTI spectrovision (excitation 340 nm, emission, 
465 nm). HPLC grade solvent columns were displayed by ICS (Lapeyrouse-Fossat, France). 
 
Isolation of OTA-3′-dGMP adducts from photochemical reaction, and 32P-postlabeling 
analysis of OTA-mediated DNA adduction  
Kidney and testis DNA isolation and purification as well as the method used for 32P-
postlabeling were previously described in Faucet et al., 2004 (15), using methods described 
by these same authors. Adduct profiles were analyzed qualitatively and semi-quantitatively by 
autoradiography of the plates, carried out at -80 °C for 48 h in the presence of an intensifying 
screen using a radioanalytical system of image analysis (AMBIS, Lablogic). The standard 
OTA-3’P-dGMP adduct (C-C8) was dissolved in sterile deionised water. A dilution 
corresponding to 143 fmol of adducts was 32P-postlabeled using conditions described in 
Faucet et al., 2004 (15 using modifications of refs. 16 and 17). OTA adduct in testis DNA 
was identified by either co-chromatography of DNA adducts from the testis (3.5 µg of 
digested DNA) and OTA standard or with DNA adducts from kidneys (3.5 µg of digested 
DNA) using the PEI/cellulose TLC plates described above.  
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Toxicity studies 
No over toxicity of OTA was detected in either dams or litters. An average of 7-8 pups 
were delivered to both control and OTA treated mothers, with an average birth weight of 1.5 
g/pup and 1.4 g/pup, respectively. Survival to weaning was also found to be equivalent (50/57 
in controls vs. 48/56 in OTA treated) as was weight at 1 month of age (21.7g/male and 
18.4g/female in controls vs. 21.4g/male and 18.2g/female in OTA treated). 
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OTA content in rat and mouse tissues 
Table 1 and Table 2 summarize OTA content in testis and kidney from Wistar rats and Balb/C 
mice, respectively, administered increasing doses of OTA by a single gavage. Three animals 
per group received a single dose of OTA and were sacrificed 48 h after treatment.  The 
amount stored in tissues increased with the dose administered, but the increase was not linear. 
Following a single treatment, for doses higher than 70 µg/kg bw (corresponding to 0.35 ppm 
in food), testis of rats accumulated nearly two-times more OTA than kidneys. Even following 
treatment with the lowest dose tested, both organs accumulated OTA. 
The scheme for mice is slightly different. Following a single treatment, kidneys of mice 
accumulated more OTA than testes at all doses. An increase in OTA administered over the 
low dose of 3.5 µg/kg bw by 300-fold led to a 94-fold increase in OTA content in kidney.  In 
the testis, OTA only accumulated when the dose administered was higher than 35 µg/kg bw 
(corresponding to 0.2 ppm in the food). Following treatment of mice by a 15-fold higher 
amount of OTA (1056 µg/kg bw versus 70 µg/kg bw), the OTA in testis was 30-fold higher. 
 
DNA adducts in testis and kidney of rats and mice 
Testis and kidney DNA adduct profiles obtained from acute OTA administration to rats are 
shown respectively in figure 1A and B. The lowest dose which induced one DNA adduct in 
testis is 35 µg/kg bw. No adduct could be observed in rat testis for the two lowest doses tested 
(3.5µg/kg bw & 7µg/kg bw; data not shown). The intensity and the number of individual 
adducts increased as a function of the dose administered. For the highest dose (1.2 mg/kg), at 
least eight different DNA adducts were observed in testis. The main adduct can reach about 8 
adducts per 109 nucleotides. In the kidney at least 4 individual DNA adducts were observed. 
As in testis, no adduct could be observed in rat testis for the two lowest doses tested (3.5µg/kg 
bw & 7µg/kg bw; data not shown). The intensities of the DNA adducts in kidney increased 
with the dose administered to rats and reached more than 20 adduct per 109 nucleotides for 
the main adduct. In mice, DNA adducts could be observed in testis and in kidney following 
treatment with a single dose of OTA per kg b.w. 10 times lower than in rat (data not shown). 
Interestingly, we observed DNA adducts in testis of mice gavaged with a single dose of 
3.5µg/kg bw even though no OTA could be detected in the tissue (table 2). The main DNA 
adduct formed, identified as C-C8 dG-OTA (see below), is observed in both testis and kidney.  
 
DNA adducts in mouse pup testis and kidney following transplacental exposure    
Figure 2 shows the DNA adduct profile obtained from pooled tissues from newborn 
male littermates exposed to OTA at 17 days gestation. (Tissue was pooled to obtained 
sufficient tissue for analysis). Panels A and B show migration of DNA from matched tissue 
samples from kidney and testis showing the presence of DNA-adduct in each tissue sample.  
Comigration of testis DNA was performed with either kidney DNA or the C-C8 dG-OTA 
DNA standard. The main spot in kidney co-migrates with the main spot in testis. This spot co-
migrates with C-C8 dG-OTA, identifying the primary adduct present in both tissues as the C-
C8 dG-OTA adduct. These results confirm that in utero exposure to OTA induces testicular 
DNA lesions that are chromatographically identical to those induced by OTA in the kidney.  
A model similar to that described here demonstrated that transplacentally induced OTA-
kidney adducts resulted in renal cancer when the offspring were examined one year after in 
utero exposure to OTA (18). Since, as we have shown, the testis is susceptible to the same 
lesions as the kidney, these results suggest that DNA adducts in the testis may result in a 
similar progression to cancer. Thus, these results support the hypothesis that early exposure to 
OTA may cause the initial lesions in DNA that eventually lead to testicular cancer.  
Exposure via these routes could pose potentially significant problems for the developing 
fetus which our and other laboratories have shown to display age-related differential 
sensitivity to the effects of other carcinogens (19). For example, we have shown that a single 
dose of the polycyclic hydrocarbon, 3-methylcholanthrene (3-MC), delivered in utero during 
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late gestation to mouse pups leads to lung tumors whereas consecutive high doses are 
necessary for tumor formation in adults (20,21). Further, the fetus demonstrates a unique 
biochemical response to exposure to environmental carcinogens as a result of the 
developmentally related changes in expression in a variety of gene systems, including those 
involved in xenobiotic metabolism and DNA repair (19). These differences in gene regulation 
can lead to increased sensitivity of the fetus to carcinogenic agents over that of the adult 
animal. Thus, early exposure to environmental agents such as OTA during the sensitive fetal 
period may result in cancer formation later in adult life.  
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Table 1: OTA content* in kidney and testis of Wistar rats treated with increasing concentrations of 
OTA by oral gavage 
 
OTA administered by gavage 
µg/kg bw 
OTA  content in testis 
ng/g 
OTA  content in kidney 
ng/g 
0 nd** nd 
3.5 0.21 ± 0.15 1.25 ± 0.25 
7 0.9 ± 0.01 1.9 ± 0.7 
35 1.9 ± 0.5 2.5 ± 0.6 
70 7.0 ± 1.8 6.9 ± 2.1 
289 21.4 ± 0.1 13.0 ± 1.2 
578 45 ± 15 15 ± 3 
1056 80 ± 9 23.3 ± 1.6 
*average of three animals; ** not detectable (below limit of detection) 
 
Table 2: OTA content* in kidney and testis of Balb/C treated with increasing concentrations of OTA 
by oral gavage 
 
OTA administered by gavage 
µg/kg bw 
OTA  content in testis 
ng/g 
OTA  content in kidney 
ng/g 
0 nd** nd 
3.5 nd 3.5 ± 1.4 
7 nd 8.2 ± 0.7 
35 nd 110 ± 2.5 
70 1.6 ± 0.2 123 ± 2 
289 3 ± 0.1 110 ± 27 
578 9.6 ± 1.5 210 ± 30 
1056 50 ± 15 330 ± 60 
*average of three animals; ** not detectable (below limit of detection) 
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Figure 1.  DNA adducts in testis(A) and kidney(B) of rats receiving increasing amounts 
of OTA by oral gavage.  Doses are expressed as µg/kg or mg/kg bw. 
A single intragastric gavage of Wistar rats causes dose dependent increases in total 
DNA adduct formation and individual adduct formation in testis (A) and kidney (B).  An 
average of 3 animals, 6 weeks old, received doses of between 3.5 µg/kg to 1200 µg/kg bw 
(body weight) OTA or vehicle only and were sacrificed 48 hours later for adduct analysis.  
The main adduct (most intense spot) formed in both tissues was identified as the C-C8 dG 
OTA adduct (not shown- see figure 2 for additional comigration studies).  This C-C8 dG OTA 
adduct was present even in testis tissue at 3.5 µg/kg bw even though OTA was not detectable 
at this level (see Table 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.  Comigration of mouse testis DNA with kidney DNA or C-C8 dG OTA 
standard. Panels A and B show migration of kidney(A) or testis(B) DNA alone. Panel C is 
comigration of ½ kidney DNA and ½ testis DNA. Panel D is the C-C8 dG OTA standard 
alone, and panel E is comigration of ½ testis DNA and ½ C-C8 dG OTA. 
Co-migration of kidney (A) and testis (B) tissue from newborn Swiss mouse pups, 
exposed in utero to OTA, with each other (C) or with the C-C8 dG OTA (D) (E- testis and C-
C8) standard show the same migration, indicative of the presence of this adduct in both 
tissues. A single i.p. injection of 2.5 mg/kg bw OTA was given to the dam at day 17 of 
gestation, the pups sacrificed at birth (approx. 3 days later), and male tissues pooled by litter 
for analysis.   
35 µg/kg 300 µg/kg 600 µg/kg 1.2 mg/kg control 
35 µg/kg 300 µg/kg 600 µg/kg 
Fig. 1 
control 
A. 
B. 
Fig. 2 
Kidney Testis Kidney and 
Testis 
C-C8 dG OTA Testis and C-
C8 dG OTA  
A. B. C. D. E. 
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Figure 46 a: Adduits à l'ADN induits par l'OTA ou l'OTHQ dans différents systèmes. a) 
incubations sans microsomes avec acide arachidonique ou NADPH, b) incubations en 
présence de microsomes (cofacteur AA), c) cellules WI, d) cellules OK.  
OTHQ 
OTA 
OTHQ 
OTA 
a) en absence de système de métabolisation b) microsomes de medulla  
AA NADPH AA 
d) cellules OK c) cellules WI 
Adduits 
spécifiques de 
l'OTA 
Adduits 
spécifiques de 
l'OTHQ 
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5.3. Rôle de la forme quinone de l’OTA (OTHQ) dans la formation 
d’adduits à l’ADN. 
 
Des études précédentes indiquent qu’une des voies possibles de métabolisation 
s’effectue par le biais d’un cycle "quinone" (Dai et al., 2002, 2003). L’utilisation d'une 
substance comme le MESNA (2-mercaptoéthane sulfonate), ayant prouvé son efficacité pour 
diminuer l’effet cytotoxique de produits néphrotoxiques via un stress oxydatif, a été testée 
pour diminuer les effets toxiques de l’OTA. Lors de cette expérimentation, il a été mis en 
évidence que la cancérogénicité de l’OTA n’était pas due aux mêmes mécanismes 
moléculaires que la néphrotoxicité. L’hypothèse de la formation d’adduits à l’ADN par 
biotransformation de l’OTA en OTHQ et/ou OTQ a été émise (Pfohl-Leszkowicz et al., 
2002). 
Le Pr. Manderville a tout récemment purifié de l’OTHQ. Ce métabolite a été utilisé in 
vitro en vue de l’étude de sa génotoxicité. 
L’OTHQ (1µM) a été incubée en présence d’ADN purifié avec ou sans microsomes de 
rein de porc. Les résultats sont présentés sur la figure 46.  
Nous constatons que même en l’absence de microsomes (figure 46 a), l’OTHQ dans un 
milieu réactionnel contenant de l’acide arachidonique induit la formation de deux adduits, 
alors que dans les mêmes conditions l’OTA n’en n’induit pas. Cela signifie que l’OTHQ, qui 
est capable de s’auto-oxyder, réagit avec l’ADN sans activation métabolique supplémentaire.  
En présence de microsomes de medulla de porc (figure 46 b), les deux dérivés (OTA et 
OTHQ) induisent la formation de cinq adduits à l’ADN. Néanmoins, seulement trois sont 
identiques. L’OTHQ en présence des microsomes de porc induit la formation d’un adduit qui 
a les mêmes propriétés de migration que le standard C-C8 OTA dG. Lors de l’incubation avec 
des cellules épithéliales bronchiques humaines (WI), on obtient un profil assez similaire à 
celui obtenu en présence de microsomes de rein de porc (figure 46 c). L’incubation d’OTA 
avec les cellules rénales d’opossum (figure 46 d) conduit à la formation d’un adduit avec 
l’OTHQ, et de trois adduits avec l’OTA. L’adduit obtenu avec l’OTHQ dans ce système ne 
correspond à aucun des autres adduits générés par l’OTHQ dans les autres systèmes. Les 
caractéristiques chromatographiques de cet adduit présentent des similitudes avec les adduits 
obtenus lors d’incubation in vitro de polydA (voir figure 46e ci-dessous). Il reste à confirmer 
que cet adduit pourrait être un adduit sur l’adénine.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46 e: Exemple d'autoradiogramme présentant les adduits formés lors d'une incubation 
de microsomes de reins de porcs en présence d'OTA (Azemar, 2000; Pfohl-Leszkowicz & 
Castegnaro 2005). 
 
En conclusion de cette étude, l’OTHQ est un des métabolites réactifs de l’OTA. Il est 
notamment responsable de la formation d'un adduit sur le C8 de la guanine. 
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6. Synthèse et discussion sur les études de génotoxicité. 
 
Pendant des années, l’OTA bien qu’induisant des cancers était considérée comme non 
génotoxique car elle ne répondait pas positivement dans les tests classiques de mutagénicité. 
Dans les années 1990, l’utilisation de cellules de mammifères et d’animaux a montré la 
formation de cassures simple brin, d’échanges de chromatides sœurs, de micronoyaux (pour 
une revue voir Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2005). L’utilisation de la méthode du post- 
marquage de l’ADN au phosphore 32 qui détecte des adduits covalents a permis de montrer la 
génotoxicité de l’OTA en relation avec sa métabolisation. Des adduits spécifiques de l’OTA 
ont été détectés dès 1993 dans les tumeurs de Bulgares souffrant de néphropathie endémique 
des Balkans (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993). Malgré de nombreuses études ultérieures 
montrant une relation effet-dose, et la présence dans les reins lors des études de 
carcinogénicité, le mécanisme par lequel surviennent ces adduits est encore à l’heure actuelle 
sujet à controverse (Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005). La question est de savoir si la 
génotoxicité résulte d’un effet direct (liaison covalente à l’ADN) ou indirect (secondaire à un 
stress oxydatif). L'objectif de notre étude était d'identifier la nature des adduits formés afin de 
déterminer si l'OTA est un cancérogène génotoxique ou non. 
 
Nous avons démontré que le manque de détection des adduits d'OTA à l'ADN pouvait 
être lié à des problèmes méthodologiques: mauvaise purification de l'ADN, étapes d'hydrolyse 
et "d'enrichissement" déficientes, perte des adduits sur les plaques de PEI-cellulose quand les 
conditions chromatographiques sont inadéquates. D'autres auteurs utilisant des conditions 
appropriées ont démontré la présence de profils d'adduits OTA (Arlt et al., 2001, 2002). Ainsi 
le non respect de la méthodologie pourrait expliquer pourquoi certains auteurs n'ont pas 
trouvé d'adduits. Mally et al. (2004) ont utilisé pour purifier leur ADN des colonnes 
Nucleobond menant à une qualité d'ADN variable. De plus, les concentrations en 
phosphodiestérase (SPD) utilisées étaient trop faibles comparées aux concentrations 
habituellement utilisées aboutissant à une hydrolyse incomplète.  
Quant aux travaux de Gross-Steinmeyer et al. (2002) et ceux de Gautier et al. (2001), 
on peut émettre l'hypothèse que le système de métabolisation choisi (des hépatocytes 
primaires) n'est pas adapté. En effet, une série de travaux in vitro a souligné que seuls des 
microsomes rénaux ont été capables d'induire la formation d'adduits à l'ADN (Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993b). L'OTA seule ne se lie pas à l'ADN, sa biotransformation est 
nécessaire, et aucun adduit n'a été formé in vitro par l'utilisation de microsomes hépatiques 
(Pfohl-Leszkowicz et al., 1993a).  
 
Dans notre étude, nous confirmons que les adduits standard peuvent être détectés par la 
technique du post-marquage au 32P. L'OTA induit la formation d'adduits à l'ADN par liaison 
covalente sur la guanine. Nous avons ainsi mis en évidence la formation in vivo des adduits 
C-C8 OTA-dG et O-C8 OTA-dG. La prévalence de la formation d'adduits d'OTA sur la 
guanine a été montrée par Obrecht et Dirheimer (2000, 2001). Azémar (2000) montre, lors 
d'une incubation de polynucléotides en présence de microsomes rénaux de porc, que le 
principal adduit formé est un adduit sur la guanine, un autre adduit étant formé sur l'adénine. 
L'ensemble de ces résultats contribue à démontrer le potentiel de l'OTA à réagir directement 
avec l'ADN in vivo et fait la lumière sur la structure des adduits. D’autre part, nous 
confirmons que l’OTHQ, métabolite formé dans les cultures cellulaires, mais aussi chez les 
animaux est génotoxique. C’est un intermédiaire réactif de la métabolisation de l’OTA (voir 
chapitre suivant). 
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Notre modèle pour expliquer la carcinogénicité de l'OTA montre que l'OTA agit comme 
un cancérogène génotoxique classique c'est-à-dire par bioactivation puis adduction covalente 
à l'ADN. Nos premiers résultats montrant l'adduction à l'ADN soutiennent ce modèle, il est 
maintenant nécessaire pour conclure de déterminer les mécanismes menant à la formation 
d'un métabolite bioactivé de l'OTA. D'ores et déjà, il a été montré que l'OTA était prise en 
charge par les enzymes de métabolisation des xénobiotiques ; cependant les voies impliquées 
ne sont pas complètement élucidées et la nature du (ou des) métabolite(s) actif(s) reste 
inconnue.    
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1. Mise en place des méthodes d’analyse des métabolites de l’OTA. 
 
Les méthodes d’analyse des mycotoxines sont fondées sur plusieurs facteurs tels que la 
nature chimique de la molécule, ses groupes fonctionnels mais aussi le type de matrice dans 
laquelle elle est recherchée. Les méthodes de référence pour l'analyse suivent toutes le même 
schéma : une première étape d'extraction de la mycotoxine de l'échantillon préparé, suivie de 
la purification et la concentration de l'extrait obtenu, puis d'une détection qualitative et 
quantitative. 
En ce qui concerne l'ochratoxine A, le principe de l'extraction est fondé sur son état 
d'ionisation en fonction du pH. En effet, en milieu acide cette mycotoxine n'est pas ionisée. 
Elle est donc soluble en phase organique. Par contre, en milieu basique, elle se présente sous 
forme de carboxylate, ce qui explique sa solubilité en milieu aqueux. Ainsi la première étape 
consiste en l’extraction de la substance en solution aqueuse dans un solvant organique (Scott, 
2002).  
Les procédures de purification incluent des techniques de partition en phase liquide-
liquide (LLP) dans du bicarbonate de sodium aqueux, d'extraction sur phase solide (SPE) ou 
de purification sur colonne d'immunoaffinité (IAC).    
 
La dernière étape de détection est l’analyse par chromatographie des échantillons. 
Plusieurs techniques peuvent être utilisées : 
- la chromatographie sur couche mince (CCM ou TLC) 
- la chromatographie liquide de haute performance (HPLC) 
- la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) 
ou spectrométrie de masse avec ionisation par électrospray (ESI-MS) 
La CCM a été utilisée pendant longtemps mais, par cette technique, il est difficile de 
mesurer de faibles taux d'OTA, les limites de détection étant trop élevées. La plus utilisée est 
la chromatographie liquide en phase inverse (HPLC), particulièrement intéressante pour  la 
détermination des très basses concentrations, pour la spécificité de ses modes de détection et 
pour ses possibilités d'automatisation. De nombreux protocoles analytiques existent. La 
technique la plus couramment utilisée est l'HPLC avec détecteur spectrofluorimétrique où les 
propriétés naturelles de l'OTA à fluorescer sont exploitées. On voit actuellement se 
développer une technique de détection plus coûteuse : la chromatographie liquide couplée à la 
spectrométrie de masse (LC/MS). 
  
 Dans le cas de la recherche des métabolites de l'OTA ces méthodes doivent être 
adaptées. En effet, les caractéristiques de ces molécules sont différentes, par exemple les 
colonnes d'immunoaffinité ne s'avèrent plus utilisables car elles sont spécifiques de l'OTA et 
nombre de ses dérivés ne sont pas ou partiellement pas retenus.  
 Ainsi le premier objectif de ce travail a été de mettre en place des techniques 
permettant d’extraire et de détecter les différents métabolites susceptibles d’être formés lors 
de la biotransformation de l’OTA.   
 
1.1. Préparation des standards. 
 
Dans un premier temps, nous avons préparé des métabolites potentiellement formés au 
cours de la biotransformation de l’ochratoxine A. Ceux-ci ont été utilisés comme standards 
pour identifier les dérivés formés lors d’expériences de biotransformation de l’OTA in vitro 
ou in vivo réalisées ultérieurement. 
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1.1.1. Dérivés de l'ochratoxine A étudiés.  
 
Le métabolisme de l'OTA a été étudié de façon extensive à la fois in vitro et in vivo et 
un certain nombre de métabolites de l'OTA ont déjà été identifiés ou proposés.  
L'OTA est hydrolysée in vitro en OTα et en phénylalanine par les enzymes 
protéolytiques de la digestion (Pitout, 1969). Des études sur des microsomes de foie de porc, 
de rat, de lapin ou d'humain ont permis d'isoler  plusieurs métabolites. Trois d'entre eux ont 
été identifiés comme les 4(R)- ; 4(S)-OHOA (Størmer et al., 1981) et 10-OHOA (Størmer et 
al., 1983). L'utilisation de cellules épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B) a montré la 
formation de la 4-OHOA, de l'OTα et de l'OTB (Grosse et al., 1997b). La photoirradiation de 
l'OTA a généré le couple redox OTQ/OTHQ (Gillman et al., 1998), et récemment, Dai et al. 
(2002), ont montré, in vitro, que l'incubation d'OTA en présence d'un excès de glutathion 
réduit aboutissait à la formation d'un conjugué OTQ-glutathion. La forme ouverte de l'OTA 
(OP-OA) a été retrouvée in vivo dans la bile et l'urine de rat par Li et al. (2000).  
Toutefois certains dérivés détectés par ces différents auteurs restent de nature inconnue. 
Plusieurs équipes ont émis des hypothèses quant à leur identification. Gross-Steinmeyer et al. 
(2002) ont suggéré la formation dans les hépatocytes primaires humains des conjugués OTA –
acyl hexose et –acyl pentose. Xiao et al. (1995) ont synthétisé plusieurs analogues de l'OTA 
tels que l'éthylamide d'ochratoxine A (OE-OA), l'ochratoxine A décarboxylée (DC-OA), 
l'ochratoxine A O-méthyle (OM-OA), la d-ochratoxine A (d-OA) et l'ochratoxine α ester 
méthyle (M-Oα).     
Dans le tableau 15 et la figure 47, sont présentés les différents métabolites susceptibles 
d'être produits au cours de la biotransformation de l'OTA et que nous allons rechercher au 
cours de ce travail.   
  
1.1.2. Préparation des dérivés standard. 
 
Les formes hydroxylées de l'OTA : 4R- et 4S-OHOA et 10-OHOA nous ont été données 
par le Dr. Størmer. Les formes OTQ/OTHQ et le conjugué OTQ-GSH ont été fournis par le 
Pr. Manderville. L'OTHQ est présente sous deux formes, l'OTHQ appelée OTHQ1 et sa 
forme dianionique OTHQ2- nommée OTHQ2 (Manderville, communication personnelle). 
 
 Les dérivés OTα et OTβ ont été formés par hydrolyse de l'OTA et de l'OTB en 
présence de carboxypeptidase A comme décrit par Grosse et al. (1997b) avec des 
modifications mineures au niveau du pH (6,4 au lieu de 7,5) et du temps d'incubation (24h au 
lieu de 18h). 
 Ces dérivés sont conservés à – 20°C et sont stables pour au moins quatre semaines. 
 
Les formes ouvertes des ochratoxines A et B ainsi que de leurs dérivés OTα et OTβ, 
nommés respectivement OP-OA, OP-OB, OP-OTα et OP-OTβ, ont été préparés in vitro au 
laboratoire d'après le protocole de Xiao et al. (1996). La procédure est basée sur le fait que le 
cycle lactone est hydrolysé en présence d'une base forte et inversement il est refermé en 
présence d'un acide fort. Après hydrolyse nous avons pu identifier deux formes d'OP-OA, OP-
OA1 et OP-OA2. En ce qui concerne l'OP-OB, OP-OTα et OP-OTβ, une seule forme a été 
retrouvée. Ceci confirme les résultats de Li et al. (2000) qui montrent que, suivant le pH de la 
solution, les lactones ouvertes des ochratoxines peuvent co-exister sous deux formes, OP-
OA1 et OP-OA2, la forme standard de l'OP-OA extraite par la procédure de Xiao et al. (1996) 
étant l'OP-OA1. La figure 48 présente le schéma proposé par Li et al. (2000) pour la 
formation des formes ouvertes et méthylées des ochratoxines.  
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Figure 47 a : Structure de l’ochratoxine A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47 b: Formes naturelles et synthétiques des ochratoxines. Les identités des radicaux R1 
à R5 sont présentées dans le tableau 15 ci-après. 
 
 
 
Tableau 15: Formes naturelles et synthétiques des Ochratoxines. Structure présentée sur la 
figure 47 ci-dessus. PM: poids moléculaire en g/mol. 
 
 
Nom du dérivé Abréviation Références PM R1 R2 R3 R4 R5 R6 
Ochratoxine A OTA Van der Merwe et al., 1965 403 Phe Cl H H H OH 
Ochratoxine B OTB Grosse et al., 1997a 370 Phe H H H H OH 
Ochratoxine C OTC Galtier & Alvinerie, 1976 431 
Phe ester 
éthyle Cl H H H OH 
Ochratoxine α OTα Pitout, 1969 256 OH Cl H H H OH 
Ochratoxine β OTβ Hult et al., 1977 223 OH H H H H OH 
R6 
   169 
4R-hydroxy 
Ochratoxine A  4R-OHOA 
Stormer et al., 
1981 419 Phe Cl H OH H OH 
4S-hydroxy 
Ochratoxine A 4S-OHOA 
Stormer et al., 
1981 419 Phe Cl OH H H OH 
10-hydroxy 
Ochratoxine A 10-OHOA 
Stormer et al., 
1983 419 Phe Cl H H OH OH 
Ochratoxine A 
lactone ouvert OP-OA Li et al., 2000 421 Phe Cl H H - OH 
Ochratoxine B 
lactone ouvert OP-OB Li et al., 2000 388 Phe H H H - OH 
Ochratoxine α 
lactone ouvert OP- OTα Li et al., 2000 274 OH Cl H H - OH 
Ochratoxine β 
lactone ouvert OP- OTβ Li et al., 2000 241 OH H H H - OH 
Ochratoxine A 
quinone OTQ 
Gillman et al., 
1998 383 Phe O H H H O 
Ochratoxine A 
hydroquinone OTHQ 
Gillman et al., 
1998 385 Phe OH H H H OH 
Conjugué 
Ochratoxine A 
quinone – 
glutathion 
OTQ-
Glutathion Dai et al., 2002 689 Phe O H H H O 
Conjugué 
Ochratoxine A – 
acyl hexose 
Acyl-hexose-
OTA 
Gross-
Steinmeyer et al., 
2002 
565 Phe acyl hexose Cl H H H OH 
Conjugué 
Ochratoxine A – 
acyl pentose 
Acyl-pentose 
OTA 
Gross-
Steinmeyer et al., 
2002 
535 Phe acyl pentose Cl H H H OH 
Ochratoxine A 
ester méthyle OTA-Me Li et al., 2000 417 
Phe ester 
méthyle Cl H H H OH 
Ochratoxine B 
ester méthyle OTB-Me Li et al., 2000 384 
Phe ester 
méthyle H H H H OH 
Ochratoxine B 
ester éthyle OTB-Et Li et al., 2000 398 
Phe ester 
éthyle H H H H OH 
4R-hydroxy 
Ochratoxine A 
ester méthyle 
4R-OHOA-
Me Li et al., 2000 433 
Phe ester 
méthyle Cl H OH H OH 
10-hydroxy 
Ochratoxine A 
ester méthyle 
10-OHOA-
Me Li et al., 2000 433 
Phe ester 
méthyle Cl H H OH OH 
Ethylamide 
d'Ochratoxine A OE-OA Xiao et al., 1995 430 
Phe amide 
éthyle Cl H H H OH 
Ochratoxine A 
décarboxylée DC-OA Xiao et al., 1995 359 
Phe dé- 
carboxylée Cl H H H OH 
Ochratoxine A O-
méthyle OM-OA Xiao et al., 1995 417 Phe Cl H H H OCH3 
d- Ochratoxine A d-OA Xiao et al., 1995 403 d-Phe Cl H H H OH 
Ochratoxine α 
ester méthyle M-Oα Xiao et al., 1995 270 OCH3 Cl H H H OH 
Tyrosine 
Ochratoxine A 
OTA-
Tyrosine 
Creppy et al., 
1990 419 Tyrosine Cl H H H OH 
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Figure 48: Schéma proposé par Li et al. (2000), pour la formation des formes lactone ouverte 
et méthylées des ochratoxines dans du méthanol en présence d'une base forte ou d'un acide 
fort. Les groupes R des différentes formes des ochratoxines sont donnés dans le tableau 15. 
(OA = OTA, OA-Me = OTA-Met)  
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Ces formes conservées à 4°C sont stables au moins 4 semaines. 
  
 Les formes méthylées et éthylées de l'OTA, l'OTB, l'OTα, l'OTβ et des formes 
hydroxylées ont été préparées en présence respectivement de méthanol ou d'éthanol et d'un 
acide fort (HCl) d'après le protocole de Li et al. (1998). L'OTC a été préparée par 
estérification de l'OTA dans de l'éthanol en présence d'HCl 6N. 
Ces formes conservées à 4°C sont stables au moins 4 semaines. 
 
 Tous ces dérivés ont été analysés en HPLC et caractérisés par leur temps de rétention. 
Ils ont ensuite été collectés en sortie de colonne et analysés en spectrométrie de masse à 
ionisation par nano-électrospray.  
 
1.2. Conditions d’analyse en Chromatographie Liquide de Haute 
Performance. 
 
Les métabolites préparés par les méthodes précédentes sont séparés par HPLC et 
détectés par spectrofluorimètrie.  
 
1.2.1. Principe général de l’HPLC. 
 
La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences 
d'affinités des substances à analyser à l'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre 
mobile. Dans la technique chromatographique mise en jeu, chacun des solutés est soumis à 
une force de rétention (par adsorption) et une force d'entraînement par la phase mobile. 
L'équilibre qui en résulte aboutit à une migration différentielle des solutés de l'échantillon à 
analyser, ce qui permet leur séparation. L'adsorption est la fixation des molécules dissoutes 
par la phase solide. Cette fixation est due à l'établissement de liaisons secondaires de surface 
entre l'adsorbant et la molécule adsorbée : il s'agit, dans notre cas, de liaisons dipôle-dipôle. 
La phase stationnaire inverse utilisée est composée de groupements octadéciles (C18) greffés 
sur un support de silice à l'intérieur d'une colonne. L'échantillon, en solution, est déposé en 
haut de la colonne et la séparation des composants résulte de l'écoulement continu de la phase 
mobile polaire. On peut utiliser comme éluant un solvant unique ou bien accroître 
progressivement la polarité de l'éluant de façon à accélérer le déplacement. Un détecteur placé 
en sortie de colonne va permettre de déceler le passage de chacune des substances. La 
détection est basée sur les propriétés physiques de la molécule, les ochratoxines par exemple 
ont la propriété de fluorescer, on utilisera donc un spectrofluorimètre.  
 
1.2.2. Choix d’un gradient. 
 
Dans la bibliographie, diverses méthodes permettant de séparer les métabolites ont été 
décrites cependant certaines ne sont pas applicables à des matrices complexes et susceptibles 
de contenir un grand nombre de métabolites, d'autres ne permettent pas la séparation de tous 
les dérivés, ils ne sont souvent pas compatibles avec la spectrométrie de masse. Ainsi dans le 
but d'identifier les métabolites de l'OTA, nous avons mis en place une nouvelle méthode 
permettant la séparation et la détection des dérivés de l'OTA. 
 
Nous avons étudié l'utilisation de différentes phases mobiles pour la séparation des 
métabolites de l'OTA. Deux phases sont utilisées en routine dans notre laboratoire pour la 
détection et la quantification de l'ochratoxine A, une phase comportant de l'acétate de sodium 
(El Adlouni et al., 2000) et une phase acidifiée par de l'acide ortho-phosphorique (Molinié et 
al., 2005); elles sont utilisées en mode isocratique. Li et al. (2000) ont mis en place un 
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gradient permettant la séparation de plusieurs métabolites dans la bile et l'urine de rat. Zepnik 
et al. (2001) utilisent un gradient d'élution pour l'étude de la biotransformation de l'OTA par 
les enzymes à cytochrome P450.  
 
L'analyse HPLC d'un mélange de métabolites comprenant l'OTA, l'OTB, l'OTα, l'OTβ 
et l'OP-OA est réalisée en comparaison avec un extrait de métabolites provenant de 
l'incubation de microsomes de cortex de porc femelle en présence d'OTA et de NADPH. Les 
quatre phases citées précédemment ont été utilisées pour l'élution de ces deux mélanges de 
métabolites, leur composition est décrite dans le chapitre matériels et méthodes (§ 1.7.8). 
 
La comparaison des profils HPLC obtenus est présentée sur les figures 49 et 50. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figures 49 et 50: Profils HPLC montrant la séparation des composés OTα, OTβ, OP-OA, 
OTB et OTA (     ) et d'un extrait de métabolites provenant de l'incubation de microsomes de 
cortex de femelle porc en présence d'OTA et de NADPH (     ).  
Figure 49: séparation en mode isocratique: comparaison des phases : a) phase "El 
Adlouni", b) phase "Molinié".  
Figure 50: séparation en mode gradient: comparaison des gardients "Li" c) et "Zepnik" d). 
 
Sur les phases "El Adlouni" et "Molinié", le temps d'analyse est relativement court. Les 
premiers métabolites sortent très tôt, dès la deuxième minute, et sont élués rapidement, le 
risque est alors de les retrouver parmi des molécules de la matrice co-extraites. De plus les 
métabolites ne sont pas toujours bien séparés les uns des autres. Sur les phases "Li" et 
"Zepnik" ce problème est résolu grâce à l'utilisation du gradient qui retarde l'élution des 
molécules d'intérêt. Toutefois, les dérivés OP-OA et OTB sont mal séparés par le gradient 
"Zepnik", qui bien que long ne permet l’élution des molécules d’intérêt que sur une période 
limité de 10 minutes entre 75 et 85 minutes de gradient. Les dérivés obtenus après incubation 
avec les microsomes de femelle de porc sont assez mal séparés sur ces deux gradients. Alors 
qu’il semble bien y avoir coélution d’un pic avec l’OP-OA dans les conditons "a", "b" et "d" ; 
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ceci ne semble pas être confirmé dans les conditions de séparation "c". De même avec les 
conditions "c", il est difficile de savoir quel pic correspond à l’OTB. 
 
Finalement nous avons réalisé un nouveau gradient basé sur les propriétés de séparation 
de la phase "El Adlouni" mais en utilisant les avantages de la séparation en mode gradient. 
L'acétate de sodium a toutefois été remplacé par du formate d'ammonium qui peut-être utilisé 
en spectrométrie de masse sans interférence. La phase utilisée doit être acide, permettant ainsi 
de supprimer l'ionisation de l'OTA, le groupement carboxylique de l'OTA présentant un pKa 
de 4,4 (Valenta, 1998). Toutefois des conditions d'analyse à un pH trop acide, inférieur à 2, 
sont contraignantes pour le matériel et peuvent entraîner son altération. Nous travaillons donc 
à pH apparent de 3,5 qui est atteint par l'addition d'acide formique.  
 
La nouvelle phase mobile utilisée est constituée de :   
Solvant A: 200 ml Méthanol, 200 ml Acétonitrile, 600 ml eau, 
formate d'ammonium 0,34g (6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5   
Solvant B: 350 ml Méthanol, 350 ml Acétonitrile, 300 ml eau, 
formate d'ammonium 0,34g (6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5   
Gradient : T0 100% A, T10min  100% A, T25min 30% A, T45min 
0% A, T55min 0% A, T58min 100% A (figure 51). 
 
 
 
 
 
 
 Figure 51 : Schéma du nouveau gradient. 
 
La figure 52 ci-dessous présente le profil de séparation des métabolites lors de 
l'utilisation de cette nouvelle phase avec le même mélange de métabolites obtenu à partir 
d'une incubation de cortex de femelle porc en présence d'OTA et de NADPH. Les métabolites 
sont élués à partir de la huitième minute, ils sont bien détachés de la ligne de base et bien 
séparés les uns des autres.  
 
 
 
 
Figure 52 : Profils HPLC montrant la séparation des composés OTβ, OTα, OP-OA, OTB et 
OTA (     ) et d'un extrait de métabolites provenant de l'incubation de microsomes de cortex de 
femelle porc en présence d'OTA et de NADPH (   ). Séparation réalisée sur le nouveau 
gradient. 
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Cette phase est celle qui, parmi les cinq testées, offre les meilleures conditions de 
séparation des métabolites de l'OTA. C'est celle-ci qui sera utilisée au cours de tous nos 
travaux ultérieurs.  
 
1.3.  Méthode d’extraction des métabolites des différentes matrices. 
 
1.3.1. Types de matrices analysées. 
 
Au cours de nos études de métabolisation, nous avons étudié les dérivés de l’OTA 
formés dans différents systèmes, ainsi nous avons été amenés à réaliser l’extraction de ces 
molécules sur des matrices différentes.  
Dans le cas des incubations en présence de microsomes, du méthanol froid a été 
additionné en fin d’incubation et les tubes centrifugés afin d’éliminer les protéines 
microsomales; le surnageant a été alors conservé à -20°C jusqu’à son analyse. 
Les dérivés formés lors de cultures cellulaires et présents dans le milieu de culture 
doivent être concentrés afin de les récolter dans des quantités suffisantes pour leur détection : 
on réalise alors une extraction par partition en milieu liquide.  
 L'analyse des métabolites de l'OTA formés in vivo nécessite leur extraction à partir des 
organes. 
 
1.3.2. Méthode d’extraction. 
 
Le principe de l'extraction se base sur l'état d'ionisation de l'OTA et de ses dérivés en 
fonction du pH. A pH acide, ils ne sont pas ionisés et sont solubles dans les solvants 
organiques. 
 
Extraction sur les surnageants cellulaires. 
 
Les surnageants cellulaires sont additionnés d'un volume équivalent d'une solution de 
MgCl2 (0,1M) et HCl (0,05M) à pH 1,5, puis sont extraits par deux fois avec un volume 
identique de chloroforme. Ce chloroforme est évaporé et le résidu est repris, après une étape 
de filtration, dans 500µL de méthanol. Cet extrait est conservé au -20°C jusqu'à l'analyse où 
20µL de l'extrait seront directement injectés en HPLC. 
 
Pour valider cette méthode d'extraction nous avons réalisé des contaminations 
artificielles sur 30 ml de milieu de culture cellulaire à des teneurs en OTA équivalentes à 10, 
1 et 0,1 µM (concentrations auxquelles nous allons réaliser par la suite nos traitements). Pour 
cela, on utilise une solution mère d'OTA de concentration connue et vérifiée au 
spectrophotomètre. On détermine le volume à prélever pour obtenir les concentrations de 10, 
1 et 0,1 µM. L'OTA étant capable de se lier aux macromolécules cellulaires et en particulier 
aux protéines plasmatiques telles que l’albumine sérique de bœuf (BSA) (Hagelberg et al., 
1989) nous avons calculé ce rendement sur le milieu cellulaire soit complémenté avec du 
sérum de veau fœtal (SVF) à 5%  soit non complémenté. 
 
Les résultats du rendement d'extraction pour l'OTA sont présentés dans la figure 53 ci-
après. Pour le milieu complémenté en SVF, ils montrent des taux de récupération, pour des 
concentrations en OTA de 0,1, 1 et 10µM, respectivement de 88, 96 et 95% avec des écarts-
types relatifs de 3,74; 7,64 et 9,24 %. Dans le milieu non complémenté le taux de récupération 
pour une concentration en OTA de 1µM est de 82% avec un écart-type de 7,59 %. Le 
rendement moyen d'extraction de l'OTA dans le milieu de culture est de 90% avec un écart-
type relatif de 7,15%. 
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Figure 53 : Rendements d'extraction de l'OTA sur 
le milieu de culture en présence ou non de SVF. 
Au cours de ces extractions d'OTA nous n'avons pas observé la formation de dérivés de 
l'OTA, ceci montrant que les procédés mis en jeu lors de l'extraction n'aboutissent pas à la 
formation spontanée de dérivés.   
Li et al. (2000) ont montré que l'OP-OA pouvait se refermer en OTA en présence 
d'acides forts à un pH inférieur à 2. Or, au cours de l'extraction, le pH du milieu est amené à 
1,5. On a donc analysé le comportement de l'OP-OA lors de l'extraction. Pour cela, du milieu 
de culture complémenté en SVF à 5% a été artificiellement contaminé en OP-OA à 10µM. 
Les résultats montrent qu'environ 50% de l'OP-OA se sont refermés en OTA. Malgré tout il 
est possible de détecter de l'OP-OA après extraction. 
 
Extraction des métabolites à partir des tissus d'animaux. 
 
 L'extraction sur les organes peut être réalisée directement à partir des tissus ou, au 
cours de la préparation des microsomes, elle peut être effectuée sur la fraction S9. A partir des 
tissus, la première étape de l'extraction consiste à écraser le tissu dans une solution de MgCl2 
et HCl. A partir de là, les étapes sont similaires pour le tissu et la fraction S9 et consistent à 
acidifier cette solution jusqu'à pH 1,5 avec de l'HCl, puis à l'extraire deux fois avec un volume 
identique de chloroforme. Le chloroforme est évaporé sous flux d'azote à température 
modérée et le reliquat est filtré puis repris dans du méthanol. L'extrait est conservé à -20°C 
puis sera injecté directement en HPLC pour son analyse.  
Le rendement de l'extraction a été déterminé sur des poumons de rats non traités à 
l'OTA et contaminés artificiellement. La contamination a été réalisée, sur trois échantillons, 
de sorte à obtenir une concentration en OTA dans les extraits de 300µg/L. Les reins de ces 
animaux n'ont pas révélé la présence d'OTA. Le taux de récupération obtenu est de 74,7% 
avec un écart-type relatif de 5,32%.  
 
Comparaison de deux méthodes d’extraction. 
 
Dans le laboratoire, nous extrayons l’OTA et ses métabolites en jouant sur les propriétés 
qu’ont ces dérivés de pouvoir, suivant les conditions de pH, être soit sous forme liposoluble 
non ionisée, soit sous forme ionisée et de ce fait hydrosoluble. De plus, ces dérivés ayant la 
propriété dans l’organisme de se fixer aux protéines, avant extraction, il convient de dissocier 
les dérivés de leur fixation des protéines. Certains auteurs (Zepnik et al., 2001 ; Mally et al., 
2004), ne retrouvent que peu d’OTA et pas de dérivés dans les urines ou tissus d’animaux 
traités à l’OTA, contrairement à ce qui a été de nombreuses fois décrit dans la littérature (Li et 
al., 1998 ; Castegnaro et al., 1989). 
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Tableau 16: Comparaison de deux méthodes d'extraction de l'OTA à partir de tissus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Extraction réalisée sur medulla de porc               extraction réalisée sur foie de porc  
     
Figure 54: Comparaison des profils HPLC obtenus après extraction de l'OTA et des ses 
métabolites par deux méthodes d'extraction différentes.   
0 min 12,5 25 0 min 12,5 25 
In
te
ns
ité
 e
n 
m
V
 
O
TA
 
O
TA
 
O
TB
 
O
TB
 
4R
 e
t 4
S-
O
H
O
A
 
Chapitre IV – Etude de la biotransformation de l'ochratoxine A. 
  177 
Nous avons donc extrait et purifié l’OTA et ses métabolites en parallèle par les deux 
méthodes à partir du foie, du cortex et de la medulla de rein de porc. Le tableau 16 décrit les 
diverses étapes de ces extractions.  
Nous constatons (figure 54) que par notre méthode, nous trouvons en plus du pic 
d’OTA, de la 4R et de la 4S-OH-OA, alors que par la méthode à l'éthanol, qui consiste à 
précipiter les protéines, on ne retrouve aucun métabolite et beaucoup moins d’OTA.  
 
L’adjonction du MgCl2 en début d’extraction est indispensable pour "libérer" l’OTA et 
ses métabolites.  
 
1.4. Conditions d’analyse en spectrométrie de masse. 
 
L'objectif est de mettre en place des conditions permettant l'identification des 
métabolites de l'OTA inconnus et une confirmation des résultats. L'utilisation de la 
spectrométrie de masse va nous permettre de confirmer nos résultats par comparaison de la 
fragmentation des composés standard avec celle des dérivés extraits de nos matrices. Elle va 
aussi nous renseigner sur la structure des composés non identifiés. 
 
1.4.1. Principe général de la spectrométrie de masse à ionisation par électrospray. 
 
La spectrométrie de masse est une technique très puissante d'analyse structurale de 
composés organiques. Elle présente l'avantage contrairement à la spectroscopie par résonance 
magnétique (RMN) et à la spectroscopie par infrarouge (IR) de ne pas nécessiter des quantités 
de produit trop importantes.  
Les procédés de spectrométrie de masse reposent sur des déplacements de particules 
chargées dans des champs électromagnétiques. Cela nécessite donc, pour que l'analyse d'une 
substance organique soit réalisable en spectrométrie de masse, une étape préalable d'ionisation 
de l'échantillon. De façon classique, le spectromètre de masse se compose de trois parties 
distinctes:  
- une source d'ions, enceinte au sein de laquelle les ions sont formés à partir de 
l'échantillon vaporisé; 
- un analyseur dont l'objet consiste à mesurer, pour chacune des espèces ioniques 
issues de la source d'ion, le rapport entre sa masse et sa charge. Les ions se voient donc 
attribuer une valeur m/z caractéristique; 
- un détecteur qui mesure, en fonction des différentes valeurs de m/z, l'intensité 
du signal qui leur correspond. 
 
De nombreuses techniques d'ionisation, d'analyse et de détection ont été développées. 
Dans l'étude présente, nous avons utilisé un spectromètre de masse à ionisation par nano-
électronébulisation (Electrospray ionisation ESI) où les ions sont séparés dans un piège à ions 
(Ion trap IT). L'électrospray repose sur l'introduction d'une solution aqueuse du composé à 
analyser par un capillaire très fin porté à haut potentiel. Cette tension crée des charges dans la 
solution et, au sortir du capillaire, un nébulisât de fines gouttelettes est formé. Dans la source 
ces gouttelettes sont transformées sous l'action d'un gaz nébuliseur (N2), pour conduire à la 
production d'ions en phase gazeuse. Le piège à ions tri-dimensionnel utilisé sur notre appareil 
permet les analyses en spectrométrie de masse tandem permettant à la fois la caractérisation et 
l'identification des molécules. Dans la spectrométrie de masse tandem, une première étape 
consiste à sélectionner un ion stable particulier issu de la source d'ions, appelé "parent", et une 
seconde représente l'analyse des ions issus de sa décomposition, ions "fils". Dans 
l'intermédiaire se situe la phase d'activation de l'ion précurseur qui conduit à son excitation et 
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à sa fragmentation. L'analyse par spectrométrie de masse à nano-électrospray (nano-ESI-IT-
MS) plutôt que par couplage HPLC-IT-MS permet de travailler plus longtemps sur la 
molécule d'intérêt et ainsi dans notre cas de s'affranchir des problèmes liés aux faibles 
quantités de composés à analyser.  
 
1.4.2. Conditions de récolte en HPLC des échantillons avant analyse en MS. 
 
Les dérivés à identifier doivent être isolés avant analyse par spectrométrie de masse. 
L'isolement se fait par récolte des pics d'intérêt en sortie d'HPLC. La récolte pour un même 
pic peut se faire plusieurs fois, après des injections répétées en HPLC, dans le but de 
concentrer le produit. Chaque fraction récoltée est alors séchée afin d'évaporer les solvants 
constituant la phase mobile. L'échantillon sec est repris dans un faible volume de méthanol et 
sera injecté par électrospray dans le spectromètre de masse. 
Nous avons vérifié avec l'OTA et l'OP-OA que ces différentes étapes permettant 
l'isolement des produits ne les altéraient pas. Après leur isolement, on a confirmé par HPLC 
que l'OTA n'a pas été modifiée par ces processus, aucun sous-produit n'a été formé. Par 
contre, l'OP-OA s'est refermée en OTA à hauteur d'environ 50%. La neutralisation de la 
fraction de phase mobile contenant l'OP-OA par de l'ammoniaque jusqu'à pH 6,5, avant le 
séchage, n'a pas permis d'éviter la fermeture de l'OP-OA en OTA.     
 
1.4.3. Conditions d'analyse en ESI-IT-MS et fragmentation des standards. 
 
Les standards dont nous disposons ont été récoltés comme décrit ci-dessus puis analysés 
en nanoESI-IT-MS afin de produire leur profil de fragmentation. Ce profil de fragmentation 
est spécifique à chaque molécule et permettra, par comparaison avec ces standards, 
l'identification des produits récoltés lors d'études de métabolisation de l'OTA. La 
fragmentation des composés peut se faire en mode positif ou en mode négatif suivant les 
propriétés chimiques des molécules. La présence dans l'OTA et ses dérivés de groupements 
carboxyles et hydroxyles ainsi que de groupements aminés permet une ionisation négative ou 
positive. Ainsi nous pourrons fragmenter nos produits dans les deux modes. 
En ce qui concerne le conjugué OTQ-GSH, ses propriétés chimiques ne permettent pas 
de le détecter en spectrofluorimétrie, et étant donné son niveau de détection sur un détecteur 
UV, il ne nous a pas été possible de détecter ce dérivé dans nos conditions d'analyse. 
Toutefois il a été injecté directement en nanoESI-IT-MS afin d'établir un spectre de masse de 
référence pour ce produit.  
 
Les caractéristiques du spectre de masse de l'OTB obtenu par ionisation de type 
"électrospray" en mode négatif sont données sur la figure 55. Dans nos conditions 
expérimentales, l'ion [M-H]- de masse 368, correspondant à la masse de l'OTB ionisée en 
mode négatif, est le plus abondant. Sa fragmentation conduit à un fragment de masse 324 qui 
est à son tour fragmenté en ions de masse 280, 220 et 177. 
La figure 56 montre la fragmentation de l'OP-OA en mode négatif. Le spectre de masse 
MS montre la présence de deux masses [402- H]- et [420- H]-  correspondant aux masses de 
l'OTA et de l'OP-OA. L'ion [420- H]- étant majoritaire. Ceci confirme les résultats obtenus 
après analyse en HPLC montrant la fermeture de l'OP-OA en OTA lors du séchage de 
l'échantillon. L'OP-OA est fragmentée (MS2) en quatre ions de masses 376, 332, 288 et 190. 
L'ion 332 majoritaire est fragmenté en MS3 en trois ions de masses 288, 190 et 147. 
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Figure 55: Analyse nanoESI-IT-MS de l'OTB en mode négatif. Spectres MS, MS2 et MS3 de l'OTB. 
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Figure 56 : Analyse nanoESI-IT-MS en mode négatif. Spectres MS, MS2 et MS3 de l'OP-OA. 
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La figure 57 montre le profil typique obtenu lorsqu'un atome de Chlore est présent dans 
la molécule, ici lors de l'analyse de l'OP-OA. En effet, il existe deux principaux isotopes 
stables du chlore, de masses 35 et 37, trouvés dans les proportions de 3 pour 1 respectivement 
et qui donnent aux atomes en vrac une masse atomique apparente de 35,5 g/mol. La 
conséquence sur le spectre de masse qui en résulte est la présence de deux raies avec une 
répartition de type 3 pour 1. Ainsi on observe sur ce spectre deux raies à 419,8 et 421,8 
montrant la présence d'un atome de chlore. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 57 : Analyse nanoESI-IT-MS de l'OP-OA en mode négatif - exemple de profil typique 
d'une molécule comportant un atome de chlore. 
 
1.5. Conclusion 
 
Dans le but d'identifier les métabolites potentiellement génotoxiques de l'OTA, nous 
avons mis en place une nouvelle méthode HPLC permettant la séparation et la détection des 
dérivés de l'OTA. En outre, cette méthode est compatible avec l'analyse en spectrométrie de 
masse.  
Nous avons préparé un certain nombre de métabolites de l'OTA qui ont été caractérisés 
par leur temps de rétention en HPLC et leur spectre de masse en nanoESI-IT-MS. Ainsi nous 
disposons d'outils qui vont nous permettre d'étudier le métabolisme de l'OTA.   
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Figure 58 : Incubation de microsomes de foie de 
porc mâle en présence d’OTA et de NADPH. 
Profil HPLC des dérivés formés après 5 minutes 
d’incubation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 60 : Evolution de la formation des dérivés OP-OA et 4R-OHOA en fonction du temps. 
Evolution sur 120 minutes : a)  OP-OA, b) 4R-OHOA. Evolution sur 10 minutes : c) OP-OA, 
d) 4R-OHOA. 
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Figure 59 : Incubation de microsomes de 
foie de porc mâle en présence d’OTA et de 
NADPH. Comparaison des dérivés OP-
OA, 10-OHOA et 4R-OHOA formés aux 
temps : 0,1; 1,5; 2; 5 et 10 minutes.
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2. Recherche des métabolites de l'OTA et des voies de biotransformation 
impliquées.    
 
2.1.  Etude de la biotransformation de l’ochratoxine A par des 
microsomes de porcs et de rats. 
 
Pour étudier la biotransformation de l’OTA, nous avons choisi de travailler sur des 
microsomes provenant d'organes de porc et de rats.  
Les microsomes présentent plusieurs intérêts: ils sont faciles à préparer et stables à long 
terme en cryoconservation. Leur utilisation nous a permis d'une part de nous affranchir des 
problèmes liés à l’extraction des métabolites, il n'y a pas de perte possible de dérivés. D'autre 
part, nous pouvons travailler avec des concentrations en OTA et en enzymes importantes et 
obtenir ainsi des quantités de dérivés formés suffisantes pour leur détection.  
Les microsomes constituent une fraction intracellulaire de tissu (réticulum 
endoplasmique) que l'on obtient par centrifugation différentielle à haute vitesse d'un 
homogénat d’organe. Ils sont largement utilisés dans les études de métabolisation des 
xénobiotiques car ils contiennent des enzymes de métabolisation de phase I et II. Les 
principales enzymes du métabolisme des xénobiotiques présentes dans cette fraction 
microsomale comprennent les monooxygénases à cytochrome P450, les péroxydases : 
enzymes de la cascade de l’acide arachidonique (cyclooxygénases et lipoxygénases) et 
diverses transférases (p. ex. les UDP-glucuronyltransférases ou les glutathion-S-transférases). 
Néanmoins ils ne possèdent pas tous les enzymes de conjugaison (dits de phase II), comme 
les sulfotransférases, glutathion transférases… 
 
2.1.1. Etude chez le porc. 
 
2.1.1.1.  Etude de la métabolisation de l’OTA par la fraction microsomale.  
 
Nous avons étudié la formation de dérivés de l'OTA en fonction du temps avec les 
microsomes de foie de porc mâle provenant du groupe contrôle (c'est-à-dire n’ayant pas été 
soumis à un traitement par l’OTA ou inducteur enzymatique quel qu’il soit). Les microsomes 
sont incubés en présence d’ochratoxine A et du cofacteur NADPH (indispensable au 
fonctionnement des CYP) pour des temps croissants allant de 0,1 minute à 120 minutes. 
En l’absence de l’un des trois réactifs (microsomes, OTA ou NADPH), aucun dérivé n’a 
été formé, bien que dans l’incubation avec l’OTA sans les microsomes, quatre composés plus 
hydrophobes que l’OTA soient présents. Ils ont aussi été retrouvés dans la solution mère 
d’OTA.   
L’analyse des métabolites (figure 58) met en évidence la formation d’au moins 10 
dérivés moins hydrophobes que l’ochratoxine A. La production de ces dérivés en fonction du 
temps (figure 59) est linéaire durant les 10 premières minutes puis atteint un plateau après 40 
minutes d’incubation; des exemples pour les composés OP-OA et 4R-OHOA sont illustrés sur 
la figure 60. 
Ces incubations nous ont permis de mettre en évidence que l’OTA est métabolisée par 
la fraction microsomale en composés stables.  
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Figure 61 : Incubation de microsomes de cortex femelle porc contrôle en présence d’OTA et 
de NADPH. Exemples de profils HPLC obtenus et identification des dérivés formés par 
coélution avec les composés standards : Oα, OP-OA, 10-OHOA, 4-OHOA et OTB a) sur le 
gradient "Zepnik", b) sur le nouveau gradient avec en plus les formes hydroquinone  (OTHQ) 
et méthyl ester (OA-Met) de l’ochratoxine A. 
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2.1.1.2.  Identification et analyse des métabolites formés. 
 
Comme les enzymes de métabolisation peuvent être induites par la présence de certains 
xénobiotiques, nous avons choisi de travailler avec deux types de microsomes. D’une part, 
ceux provenant d’animaux n’ayant pas été exposés à l’OTA, d’autre part, ceux provenant 
d’animaux ayant subit un traitement quotidien à l’OTA de 18µg par kg de poids corporel et ce 
durant 18 jours.  
Les microsomes de foie, cortex et medulla des animaux mâles et femelles ont été 
incubés en présence d’OTA et de cofacteurs différents : soit du NADPH, soit de l’acide 
arachidonique (AA), soit les deux simultanément. Le NADPH est un cofacteur indispensable 
au fonctionnement des enzymes à cytochromes P450 induisant des réactions de mono-
oxydation, l’AA est nécessaire à l’activité des LIPOX et/ou des COX impliquées dans des 
phénomènes de co-oxydation des xénobiotiques. 
 
Nous avons pu observer la formation de différents dérivés dont certains ont pu être 
identifiés par coélution avec les composés standard dans deux systèmes chromatographiques 
différents. La figure 61, met en évidence dans les deux conditions chromatographiques testées 
la présence des dérivés de l’OTA suivants : Oα, OP-OA et 10-OHOA. En outre, dans le 
gradient sel, nous avons mis en évidence la présence des composés 4(R) et 4(S)-OHOA, OTB 
et OA-Met. L’OTHQ, qui migre sous deux formes, n’est repérée que sous sa forme la plus 
hydrophobe OTHQ1 car la première n’est pas, dans nos conditions chromatographiques, 
différenciée de l’OTB.  
 
Les dérivés détectés présentent pour certains des surfaces de pic très petites, nous avons 
pourtant choisi de les prendre en considération. D’une part leur production est variable et 
dépendante du cofacteur, de l’organe, du sexe de l’animal ou du traitement. D’autre part la 
surface du pic ne reflète pas la quantité de ces dérivés car ils sont analysés dans les conditions 
de détection de l’OTA et non dans leurs conditions de détection optimales. Ainsi par exemple, 
dans ces conditions la détection de l’OTB est 4,5 fois moins sensible que celle de l’OTA. 
La figure 62 montre un exemple de profil HPLC obtenu lors de ces expériences. Sur ce 
profil sont notés tous les dérivés qui seront étudiés dans ce chapitre. 
 
2.1.1.3. Critères d'observation de la métabolisation de l’ochratoxine A par les 
microsomes de porc. 
 
Comparaison en fonction du tissu. 
 
Les figures 63 et 64 illustrent les résultats obtenus en présence de NADPH. 
 
  Quelque soit le cofacteur, le sexe ou le traitement de l’animal, on observe que :  
 
Des profils similaires sont obtenus entre les trois organes à l'exception des dérivés "4" et 
"11" qui ne sont jamais retrouvés dans le foie. 
 
On observe une métabolisation quantitativement plus importante, en particulier pour les 
formes "1", 10-OHOA, 4S-OHOA et 4R-OHOA, dans le foie que dans le rein (cortex et 
medulla). Dans le cortex, sont formés en quantités supérieures aux autres tissus étudiés les 
composés "4", Oα, "19" et "21". Dans la medulla, les composés "16" et "23" sont 
prédominants.  
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 62: Exemple de profil HPLC montrant la formation de métabolites dans des incubations de microsomes contenant 0,15mM 
d’ochratoxine A. Microsomes provenant de porc mâle ayant subi un traitement à l'OTA, en rouge microsomes d'origine corticale et en noir 
microsomes de médulla. Les dérivés étudiés sont indiqués par des flèches. 
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Figure 63 : Comparaison des dérivés obtenus entre les microsomes de foie, cortex et medulla des animaux traités mâle (a) et femelle (b) lors 
d’incubations en présence d’OTA et de NADPH.  
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Figure 64 : Comparaison des dérivés obtenus entre les microsomes de foie, cortex et medulla des animaux contrôles mâle (c) et femelle (d) lors 
d’incubations en présence d’OTA et de NADPH.  
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Comparaison en fonction du sexe de l'animal et du traitement subi. 
 
L'analyse de la métabolisation de l’OTA par les animaux mâles et les animaux femelles 
n’ayant pas subi de traitement est présentée sur la figure 65. 
 
On observe que les dérivés formés chez le mâle et chez la femelle sont les mêmes. Les 
profils métaboliques sont similaires. 
 
Cependant, il y a des différences quantitatives entre ces profils. Chez la femelle, la 
formation des composés "8" et OTA-Met est prédominante dans les trois tissus. De plus, la 
production dans les tissus rénaux des dérivés 10-OHOA, "12" et 4R-OHOA est supérieure à 
celle trouvée chez le mâle. Chez ce dernier, le dérivé "4" prédomine dans le tissu rénal.  
Ainsi la métabolisation est plus importante chez la femelle que chez le mâle. Les 
animaux mâles et femelles n'ont pas les mêmes capacités de métabolisation, ceci indique que 
l'état physiologique des animaux est différent selon le sexe. 
 
Dans un second temps, a été recherché l'effet de l'exposition préalable des animaux à 
l'OTA sur la métabolisation de l’OTA par les microsomes. 
 
 Comme nous l'avons précisé en introduction de cette partie, certains enzymes de 
métabolisation sont inductibles par l’exposition à un xénobiotique. Nous nous sommes donc 
demandés si le traitement des animaux par l’OTA avait induit, au niveau des organes, un 
changement physiologique par rapport aux animaux non traités. Nous avons donc comparé les 
capacités de métabolisation de l’OTA des animaux traités mâles et femelles par rapport au 
groupe contrôle.  
 
Le tableau 17 présente l'effet du traitement par l'OTA sur la formation des dérivés chez 
le mâle ou chez la femelle après une incubation en présence de NADPH par rapport aux 
animaux non traités incubés dans les mêmes conditions.  
Le mâle et la femelle ont réagit différemment au traitement. Globalement la 
métabolisation est stimulée dans le rein des porcs mâles, alors qu’inversement on ne note 
pratiquement que des inhibitions dans le rein des femelles. Dans le foie, les modulations vont 
plutôt dans le sens d’une diminution de la production de métabolites un peu plus prononcée 
avec les microsomes de femelle que de mâle. Il est intéressant de noter que la formation de 
certains métabolites inhibée dans le foie du mâle est au contraire stimulée dans la medulla 
et/ou le cortex du mâle (ex. métabolites 1, 3, 5, 6, 9, 10, 15, 17, 24). Les métabolites moins 
hydrophobes que l’OTA sont plus amplifiés par les microsomes de la medulla que du cortex. 
Le phénomène est inversé pour les métabolites plus hydrophobes dont l’augmentation de 
production est obtenue avec les microsomes de cortex mâle.  
Le dérivé "8" appelle un commentaire particulier. En effet, sa formation est totalement 
inversée chez le mâle par rapport à la femelle. Un pré-traitement des animaux à l’OTA 
provoque une stimulation significative de production de ce métabolite chez les mâles dans les 
3 tissus, alors qu’à l’inverse on observe une forte inhibition dans les tissus des femelles. Nous 
n’avons malheureusement pas pu jusqu’à présent en isoler une quantité suffisante pour tester 
ses propriétés génotoxiques et en déterminer sa structure chimique. Ces modulations 
différentielles en fonction des tissus et du sexe confirment que la différence de susceptibilité 
des animaux est en relation avec leur pouvoir métabolique vis-à-vis de l’OTA. Dans une 
moindre mesure un phénomène identique est observé pour le dérivé "13" identifié comme le 
dérivé 4R-OHOA de l'OTA. 
     
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figure 65 : Comparaison des dérivés obtenus entre animaux mâle et femelle contrôles lors d’incubation, en présence d’OTA et de NADPH,  
de microsomes de foie, cortex et medulla.                   mâle                       femelle  
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Tableau 17 : Effets du traitement à l'OTA, subit par les animaux, sur la formation par les 
microsomes de dérivés de l'OTA en présence de NADPH par comparaison avec les animaux 
contrôles. Stimulation : + (faible), ++ (x 2), +++ (forte). Inhibition : - (faible), -- (/ 2), --- 
(forte). Pas d'effet observé : =.  
 
Mâle Femelle  
 
Dérivés  Foie    Cortex Medulla Foie Cortex Medulla 
1 - = + --- = -- 
2 = ++ + = - = 
3 -- = +++ -- - = 
4 / + = / --- / 
5 (OTα) - ++ ++ = = / 
6 -- - +++ -- -- - 
7 = = +++ = - = 
8 + ++ +++ -- --- -- 
9 (OP-OA) - = +++ = - = 
10 (10-OHOA) - ++ ++ = - -- 
11 / / +++ / / / 
12 (4S-OHOA) = = = - - - 
13 (4R-OHOA) ++ + +++ = - - 
14 (OTB) = + +++ - = = 
15 - ++ +++ = - / 
16 = + + = - = 
17 - = +++ = - -- 
18 (OTA)       
19 = + = - + = 
20 = +++ = + = - 
21 = +++ = + = = 
22 = ++ = = - = 
23 = + - = - -- 
24 (OTA-Met) -- ++ +++ - = - 
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Ces observations mettent en évidence un mode d'action de l'OTA différent entre le mâle 
et la femelle qui pourrait expliquer la différence de susceptibilité.    
 
Comparaison en fonction du cofacteur (figure 66). 
 
Quel que soit le cofacteur utilisé, les profils de métabolites obtenus sont similaires.  
 
En présence de NADPH, la formation des composés OP-OA, 10-OHOA et 4R-OHOA 
est favorisée dans tous les tissus. 
 
En présence d'Acide Arachidonique (AA), il y a dans tous les cas peu de métabolites 
visibles dans nos conditions fluorimétriques de détection. En particulier la production de 10-
OHOA est très faible, et celle de 4R-OHOA assez limitée. Par contre, l'AA a favorisé la 
production d'OTB chez les animaux (mâle et femelle) traités et la formation du pic n°7 chez 
les animaux contrôles et chez le mâle traité. La présence d'AA, qu'il soit seul ou avec le 
NADPH, stimule la formation du composé "23" dans le cortex et la medulla des animaux 
traités.  
 
La présence simultanée des deux cofacteurs ne permet pas de retrouver le niveau de 
métabolisation que l'on avait avec le NADPH seul. La production des composés 10-OHOA et 
4R-OHOA est partiellement rétablie mais cependant toujours à des niveaux modérés.  
 
2.1.1.4.  Conclusion. 
 
L'objectif de ce travail in vitro était de rechercher les métabolites formés au cours de la 
biotransformation de l'OTA. Dans notre étude, nous confirmons la métabolisation de l'OTA 
par les enzymes microsomales en produits de biotransformation stables.    
Nous avons mis en évidence la formation de 23 dérivés dont sept ont été identifiés, ce 
sont l'OTα, la 10-OHOA, les 4R- et 4S-OHOA, l'OP-OA, l'OTB et l'OTA-Met. La formation 
de ces dérivés est fonction du cofacteur utilisé, elle est spécifique de l'organe et du sexe de 
l'animal étudié.  
 
2.1.2. Etude chez le rat. 
 
Dans cette étude, des rats mâles Fisher ont été exposés à des doses quotidiennes d'OTA 
de 100µg représentant 300µg d'OTA / kg de poids corporel. Nous disposons pour notre étude 
du foie, des poumons et des testicules.    
 
2.1.2.1. Métabolisation de l'OTA par les fractions microsomales de foie, 
poumons et testicules de rats. 
 
L'OTA a été incubée en présence de microsomes de foie, poumons ou testicules de rat 
avec du NADPH comme cofacteur. 
 
La figure 67 montre les différences de biotransformation de l'OTA entre les trois 
organes. Le foie, par rapport aux poumons et aux testicules, est l'organe qui métabolise le 
plus, quantitativement et qualitativement, l'OTA. La synthèse est particulièrement accrue pour 
la 4R-OHOA. Les dérivés "12" et "15" ne sont pas retrouvés dans les poumons, les dérivés 
"1", "2" et 10-OHOA ne sont pas formés dans les testicules de rat. 
Les dérivés "4", OTα et "6" formés lors des incubations de microsomes de porc n'ont 
pas été formés dans ces trois organes de rat.   
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Figure 66 a: Comparaison des dérivés obtenus lors d’incubations de microsomes de foie, 
cortex et medulla en présence d'OTA et en fonction du cofacteur utilisé. a) sur les animaux 
traités.             
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Figure 66 b: Comparaison des dérivés obtenus lors d’incubations de microsomes de foie, cortex 
et medulla en présence d'OTA et en fonction du cofacteur utilisé. b) sur les animaux contrôles.             
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Figure 67 : Incubations de microsomes de rats (foie, testicules et poumon) en présence de 15mM d'OTA et de NADPH, comparaison des dérivés formés 
en fonction du tissu analysé.                Foie,           testicules,             poumon. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 68 : Incubations de microsomes de testicules de rats en présence de 15mM d'OTA et de NADPH, comparaison des dérivés formés après traitement. 
     animaux traités OTA,          animaux contrôles  
0
10000
20000
30000
40000
50000
60000
70000
80000
90000
100000
1 2 3 7 8 10 15 16 17 20 21 23 24
0
100000
200000
300000
400000
500000
600000
700000
9 12 13 14 19 22
0
10000
20000
30000
40000
50000
60000
70000
80000
1 3 7 8 10 12 15 16 17 20 21 23
0
50000
100000
150000
200000
250000
9 13 14 19 22 24
4R-OHOA OTA-Met 10-OHOA OP-OA 
OTB 
4R-OHOA OTA-Met 10-OHOA OP-OA 
OTB 
Chapitre IV – Etude de la biotransformation de l'ochratoxine A. 
 
  196  
 
Les figures 68 et 69 montrent l'effet du traitement par l'OTA sur la biotransformation de 
celle-ci par les microsomes de rats (poumons et testicules). Pour les deux tissus analysés, le 
traitement des animaux induit, lors de l’incubation avec les microsomes, l’inhibition des 
dérivés "1" et 10-OHOA (inhibition totale au niveau des testicules et partielle au niveau des 
poumons). Avec les microsomes de testicules on a aussi observé une baisse de la synthèse des 
composés "16" et "23". Au niveau des poumons on constate la baisse de synthèse des 
composés "12", OTB et "17". La seule stimulation observée est celle du dérivé "23" au niveau 
des poumons.  
 
2.1.2.2. Présence in vivo d'OTA et de ses métabolites dans le foie, les poumons 
et les testicules de rats. 
 
 L'analyse du taux en ochratoxine A dans les organes a été réalisée. Pour cela, l'OTA et 
ses dérivés ont été extraits à partir de la fraction de surnageant S9 obtenue lors de la 
préparation des microsomes. Les résultats pour l'OTA sont reportés dans la figure 70. On 
observe in vivo après 11 mois de traitement la présence d'OTA dans les organes, avec une 
répartition différente suivant l'organe. Après 11 mois de traitement, à des doses d'OTA 
quotidiennes de 100µg/kg de poids corporel, les organes présentent des taux d'OTA de 300, 
820 et 1465 ng/g d'organe respectivement pour le foie, les testicules et les poumons. On 
retrouve 2,5 et presque 5 fois plus d'OTA respectivement dans les testicules et les poumons 
que dans le foie. 
 
Nous avons recherché les différents métabolites formés in vivo (figure 71). On a pu 
mettre en évidence la présence d'OTB dans les trois organes. En ce qui concerne les autres 
dérivés détectés dans les incubations de microsomes, il est difficile de se prononcer car ils 
sont formés en petites quantités et nous ne disposons pas toujours des standards. Cependant 
nous pouvons constater dans le foie la présence de composés ayant les mêmes temps de 
rétention que les dérivés 7, OP-OA, 4R-OHOA, 15, 16, 19, 22, 23 et 24. Dans les poumons ce 
sont les dérivés OTα, 10-OHOA, 19 et 23, tandis que dans les testicules on ne retrouve que 
l'OTB. 
 
 
        
 
 
 
 
   
 
 
Figure 70: Quantité d'OTA dans le foie, les 
testicules et les poumons des rats après 11 mois 
de traitement à des doses journalières de 100 
µg/kg de poids corporel. 
Figure 71: Exemple de chromatogrammes 
d'échantillons de foie (     ), de poumons (     ) et de 
testicules (      ) de rats traités par l'OTA à des doses 
journalières de 100 µg/kg de poids corporel. 
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Figure 69 : Incubations de microsomes de poumons de rats en présence de 15mM d'OTA et de NADPH, comparaison des dérivés formés après traitement 
     animaux traités OTA,          animaux contrôles  
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2.1.3. Conclusion générale sur les études chez le rat. 
 
Les incubations de microsomes de foie, de poumons et de testicules de rats ont montré 
la capacité des microsomes à métaboliser l'OTA. Vingt dérivés différents ont été formés 
parmi lesquels ont été identifiés l'OP-OA, les 4R- et 4S-OHOA, la 10-OHOA et l'OTB.  
La métabolisation chez le rat est qualitativement et quantitativement plus faible que 
chez le porc. Lors de la comparaison des incubations de microsomes de foie, le porc produit 
trois métabolites supplémentaires : les dérivés "4", OTα et "6"; la synthèse des formes 
hydroxylées de l'OTA (10-OHOA et les isomères 4R- et 4S-OHOA), de l'OP-OA et du dérivé 
"7" est plus importante que chez le rat.   
In vivo, on observe après 11 mois de traitement la présence de taux d'OTA dans ces trois 
organes avec une concentration plus élevée dans les poumons suivis des testicules puis du 
foie. La présence de certains métabolites de l'OTA formés in vivo a été observée. On détecte 
principalement de l'OTB mais aussi en concentration très faible les composés OTα, "7", OP-
OA, 10-OHOA, 4R- et 4S-OHOA, et de l'OTA-Met. 
Cependant plusieurs dérivés restent non identifiés et les quantités de ces derniers sont 
trop faibles pour que l'on puisse lors d'analyses supplémentaires obtenir des informations sur 
leur structure. Avec pour objectif d'identifier ces métabolites, nous avons choisi de travailler 
sur un autre modèle : le modèle cellulaire. De plus, les microsomes ne permettent pas l'étude 
des séquences métaboliques, par exemple le couplage des enzymes de phase I et de phase II 
puisque l'organisation naturelle des éléments intracellulaires est détruite. C'est pourquoi il sera 
important de compléter ce modèle par des études sur culture cellulaire. 
 
2.2.  Etude de la métabolisation de l’OTA par des lignées cellulaires  
 
2.2.1. Choix d’un modèle d’étude 
 
Afin de choisir notre modèle d’étude, nous avons étudié le potentiel cytotoxique ainsi 
que les capacités de biotransformation de l’ochratoxine A sur différentes lignées cellulaires. 
Des cellules épithéliales pulmonaires humaines appelées WI, des cellules rénales d’opossum 
dénommées OK, des cellules "rénales cancéreuses humaines" dénommées ACHN et des 
cellules hépatiques humaines HepG2 ont été comparées. Ces cellules sont de bons modèles 
d’étude pour les xénobiotiques. En effet, les cellules hépatiques HepG2 ont conservé intactes 
et inductibles une grande variété d'enzymes de phases I et II (revue de Knasmuller et al., 
1998), leur utilisation est de ce fait pertinente pour détecter des substances cytotoxiques et 
génotoxiques (Mersch-Sundermann et al., 2004). De plus, la majorité des substances sont 
dans un premier temps métabolisées par le foie. Les trois autres lignées sont indiquées pour 
l'étude des mycotoxines ayant un effet néphrotoxique. En effet, les cellules épithéliales 
pulmonaires ont un système de métabolisation [cytochromes P450 (CYP), COX et LIPOX] 
identique à celui des cellules rénales. Ces cellules ont déjà été utilisées pour l'étude du 
mécanisme d'action de l'OTA (El Adlouni et al., 2000; Pinelli et al., 1999). Les cellules OK 
maintiennent des fonctions de cellules rénales tubulaires proximales et sont de ce fait un 
modèle de choix pour l'étude de la néphrotoxicité (Malmstrom et al., 1987 pour les fonctions 
de transport; Gstraunthaler, 1988; Toutain et al., 1992). Elles ont été utilisées pour l'étude des 
effets toxiques de l'OTA sur le rein (Gekle et al., 1994). Les cellules ACHN proviennent de 
l'épithélium des tubules rénaux et ont été employées car elles sont d'origine humaine. 
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Figure 72: Analyse de la prolifération cellulaire en fonction des doses d’OTA et selon la 
lignée cellulaire, a) après 24h d'exposition, b) après 48h d'exposition. 
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2.2.1.1 Effets cytotoxiques de l'OTA sur les différentes lignées cellulaires. 
 
L’évaluation de la cytotoxicité est réalisée par la mesure de la prolifération des cellules 
traitées par rapport au contrôle (cellules non traitées). La prolifération est mesurée 
quantitativement par le test colorimétrique au tétrazolium (dite méthode au MTT) et basée sur 
l’activité métabolique des cellules viables.  
 
La cytotoxicité de l’OTA a été évaluée sur chacun des quatre types cellulaires décrits 
précédemment après 24 et 48 heures de contact direct et pour des doses d’OTA croissantes 
allant de 0,5 à 100 µM. La figure 72 compare la cytotoxicité induite sur ces lignées.  
 
 Après 24 heures d’exposition des cellules à l’OTA, on note une réponse cytotoxique à 
partir de 0,5 µM pour les OK, de 2 µM pour les WI et les HepG2 et de 10 µM pour les 
ACHN. La prolifération des cellules rénales d’opossum OK est inhibée proportionnellement à 
la dose d’OTA jusqu’à un palier représentant 60% d'inhibition à partir de 20µM. La baisse de  
croissance des cellules pulmonaires WI n’est pas linéaire, mais présente plusieurs paliers. 
Entre 2 et 5 µM, l'inhibition de la prolifération est de 10%, entre 10-20 µM de 40 % et entre 
50-100µM de 50%. Un ralentissement de la croissance de 20% est observé à partir de 10µM 
d’OTA pour les cellules HepG2 et de 20µM pour les ACHN. Ces deux types cellulaires 
conservent un taux de prolifération de 80% avec des concentrations aussi élevées que 100µM 
d’OTA. 
 Après 48 heures d’exposition, la prolifération des cellules présente un profil similaire 
à celle obtenue après 24 heures, cependant une baisse plus importante de la croissance est 
observée. Ce taux atteignant 35, 45, 60 et 70% respectivement pour les cellules OK, WI, 
ACHN et HepG2. Il est important de noter qu'avec les ACHN, les faibles concentrations 
d’OTA provoquent une légère augmentation de la prolifération cellulaire. 
 
 Quelles que soient les doses testées et le temps d’exposition, les cellules rénales 
d’opossum sont plus sensibles à l’OTA que les autres lignées pulmonaires, hépatiques ou 
rénales cancéreuses humaines.  
 
 Comme les cellules ACHN sont d’origine cancéreuse, nous avons très récemment 
testés la cytotoxicité de l'OTA sur les cellules HK2 (cellules humaines) non cancéreuses et 
ayant retenues toutes les caractéristiques d’une cellule rénale du tubule proximal (figure 73).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 73: Prolifération des cellules HK2 en fonction de la dose d’OTA. 
Nous constatons qu’elles sont beaucoup plus sensibles aux effets de l’OTA que ne le 
sont les ACHN. Il est intéressant de noter qu’avec ces cellules (comme avec les ACHN), on 
observe une augmentation de la prolifération cellulaire nette pour les faibles concentrations 
(augmentation d’environ 20% à 1 µM) suivie d’une baisse importante au delà de 10µM. 
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2.2.1.2 Métabolisation de l'OTA par les différentes lignées cellulaires. 
 
Nous avons montré précédemment que l’OTA pouvait être métabolisée et que cette 
métabolisation était spécifique de l'espèce, du sexe, et de l'organe de l'animal. D’autre part, 
l’organe cible de l’OTA est le rein et il a été montré que la biotransformation de l'OTA était 
impliquée dans sa mutagénicité (Hennig et al., 1991) et sa génotoxicité (Castegnaro et al., 
1998b; Pfohl-Leszkowicz et al., 1998). Nous nous sommes donc demandés en quoi la prise en 
charge de l’OTA par le système de métabolisation du rein différait par rapport aux autres 
organes. 
Nous avons étudié la métabolisation de l’OTA sur trois lignées cellulaires en présence 
d’OTA à 10µM. Après une étape d'extraction, les composés obtenus sont séparés par HPLC, 
et détectés par spectrofluorimétrie, les résultats sont présentés sur la figure 74. Les 
métabolites obtenus avec les WI avaient déjà été étudiés au laboratoire par Anne Molinié dans 
le cadre de sa thèse. Les résultats ne sont pas reportés ci-dessous, car la séparation des 
métabolites n’a pas été faite dans les mêmes conditions chromatographiques (phases 
différentes). De même, par manque de temps, nous n’avons pas encore pu exploiter les 
résultats concernant les cellules HK2. 
 
 
     
                                                            
     
   
Figure 74: Comparaison des profils HPLC obtenus après incubation des cellules en présence 
de 10µM d'OTA durant 24h, a: cellules ACHN, b: cellules OK, c: cellules HepG2. 
 
 Bien que la séparation des composés ne soit pas optimale, nous pouvons observer des 
différences entre ces types cellulaires. Nous détectons la présence des dérivés "3", "7", OP-
OA, les deux isomères de la 4-OHOA, l'OTB et des dérivés plus hydrophobes que l'OTA dans 
les trois types cellulaires étudiés. La synthèse des dérivés est quantitativement plus importante   
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dans les cellules OK que dans les autres lignées à l'exception du dérivé "7" produit en plus 
grande quantité par les cellules HepG2. Les cellules ACHN ont formé quantitativement peu 
de dérivés plus hydrophobes que l'OTA. 
 
2.2.1.3 Conclusion 
 
Les tests de cytotoxicité de l'OTA sur les lignées cellulaires étudiées ont montré une 
sensibilité plus importante des cellules OK à l'OTA par rapport aux cellules d'origine humaine 
qu'elles soient rénales (ACHN), pulmonaires (WI) ou hépatiques. Les cellules OK ont aussi 
montré un potentiel de biotransformation de l'OTA supérieur comparé aux cellules HepG2 et 
ACHN. Ceci pourrait s'expliquer par des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles 
différentes des autres lignées. Les cellules OK possèdent des systèmes de transport actif du 
glucose, des phosphates et des acides organiques couplés au sodium. L'OTA semble 
emprunter ces voies de transport (Gekle et al., 1993; Groves et al.; 1998). Ainsi ces cellules 
absorberaient plus facilement l'OTA puisque la pénétration via un transporteur n'est pas 
dépendante de l'état d'ionisation de l'OTA comme c'est le cas lors du passage par diffusion 
passive. Cependant O'Brien et ses collaborateurs (2001) ont observé des différences de 
sensibilité à l'OTA spécifiques de l'espèce (porc, homme) malgré des taux d'entrée de l'OTA 
similaires. Ils ont émis l'hypothèse de l'implication des transporteurs membranaires (MRP2, 
OAT …) prenant en charge l'OTA par le type cellulaire.  
 
L’ochratoxine A est principalement métabolisée par le foie puis par le rein sur lequel 
elle exerce ses effets toxiques majeurs. Le rein est la cible principale de l'OTA et les cellules 
du tubule proximal sont particulièrement touchées (Gekle et al. 1994). Ainsi nous avons 
choisi de poursuivre notre étude uniquement sur les cellules OK. En effet cette lignée 
cellulaire a conservé les caractéristiques des cellules rénales tubulaires proximales et de plus a 
présenté une sensibilité à l’ochratoxine A supérieure aux autres lignées.   
 
2.2.2. Métabolisation de l'OTA par les cellules OK. 
 
Les cellules OK ont été incubées en présence d'OTA à 10µM pour des temps croissants 
de 2, 4, 8, 16, 24 et 48h. La figure 75 présente les taux d'OTA retrouvés dans les cellules. On 
observe une augmentation de la quantité d'OTA intracellulaire jusqu'à 142µg/L après 4h 
d'incubation. Dès 8h de traitement, le taux d'OTA a diminué et n'est plus que de 90µg/L ; il se 
stabilise autour de 65µg/L après 24 et 48h d'incubation.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 75 : Taux d'OTA intracellulaire en fonction du temps d'exposition à une dose d'OTA 
de 10µM. 
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La figure 76 présente les quantités relatives de métabolites formés après 8, 16 et 24h 
d'incubation des cellules OK en présence d'OTA à des concentrations de 0,1; 0,5; 1; 5; et 20 
µM. On observe la formation des dérivés "7", OP-OA, 4R-OHOA, OTB et "19". La quantité 
de chaque dérivé formé augmente en fonction de la concentration en OTA. Leur quantité est 
plus importante à 8h qu’à 16 et 24h. La durée de vie limitée des métabolites signifie soit 
qu’ils sont rapidement éliminés, soit qu’ils sont transformés en d’autres métabolites, soit 
qu’ils se fixent sur les macromolécules. La cinétique de formation des métabolites n’est 
d’ailleurs pas identique pour tous les métabolites. En effet, la formation de certains diminue 
déjà à 16h alors que pour d’autres elle augmente encore à 16h par rapport à 8h. Un 
phénomène identique a été observé par Anne Molinié (2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 76: Formation des métabolites de l'OTA en fonction de la concentration en OTA. a) 
après 8h d'incubation, b) 16h d'incubation, c) après 24h. 
 
2.2.3. Utilisation de composés interférant avec la biotransformation des 
xénobiotiques – recherche des voies de métabolisation impliquées dans la 
génotoxicité. 
 
Des études précédentes ont montré que des voies séparées étaient impliquées dans les 
mécanismes de néphrotoxicité et de carcinogénicité de l'OTA. L'étude de Pfohl-Leszkowicz et 
al., (2002) réalisée in vivo a montré, par l'utilisation de plusieurs antioxydants et modulateurs 
de la glutathion conjugaison, l'existence d'une voie du glutathion impliquée dans la 
génotoxicité, différente des mécanismes de stress oxydatif liés à la néphrotoxicité. Dans notre 
étude, nous avons utilisé ces antioxydants pour répondre à deux objectifs. D'une part afin 
d'étudier les métabolites formés et d'autre part analyser les adduits formés pour mieux 
caractériser les voies impliquées dans la formation d'un métabolite actif de l'OTA.  
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Figure 77 : Effets cytotoxiques d'une exposition simultanée à l'OTA et au MESNA ou NAC, 
BSO, ACI, MEL. a) effets cytotoxiques du MESNA, NAC, BSO, ACI ou MEL seul, b) effets 
cytotoxiques lors de l'exposition simultanée de ces produits avec 10µM d'OTA (MESNA 
100µM, NAC 100µM, BSO 100µM, ACI 1µM et MEL 100µM). 
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Nous avons pour cela utilisé des substances ayant montré leur efficacité à réduire la 
néphrotoxicité induite par l'hydroquinone et le p-aminophénol. Les produits suivants ont été 
testés: le sodium 2-mercaptoethane sulfonate (MESNA) et la N-acétylcystéine (NAC) qui 
réduisent le stress oxydatif par l'augmentation des groupes thiols libres dans le rein (Ormstad 
& Ohno, 1984). La buthionine sulfoximine (BSO) et l'acivicine (ACI, acide α-Amino-3-
chloro-4,5-dihydro-5-isoxazoleacetique) interfèrent dans le recyclage du glutathion (GSH) 
(Lash & Anders, 1986; Gartland et al., 1990). La mélatonine (MEL, N-acetyl-5-methoxy 
tryptamine), principal produit de sécrétion de la glande pinéale, est un antioxydant (Reiter, 
1995), un piégeur de radicaux libres (Tan et al., 2002) et de plus elle inhibe la production 
d'oxyde nitrique (NO) par la NO synthétase (Stasica et al., 1998). De plus, la MEL réduit le 
stress oxydatif induit par l'OTA (Meki & Hussein, 2001; Ozcelik et al., 2004).   
 
Tests de cytotoxicité. 
  
 La cytotoxicité de ces substances est évaluée sur les cellules OK après 24 et 48h 
d'incubation. La figure 77 présente les résultats obtenus après 48h d'incubation. On constate 
que le BSO et l'acivicine sont cytotoxiques sur les cellules OK. Le BSO induit une inhibition 
de 15% de la prolifération cellulaire quelle que soit la concentration testée (10, 100 ou 
500µM). Avec l'ACI on note un ralentissement de la croissance dès 0,1µM avec une 
inhibition de 20%, taux qui augmente jusqu'à 50% à 1 et 10µM.  
Dans un deuxième temps, nous avons testé l’effet de ces produits vis-à-vis de la 
cytotoxicité de l’OTA. La cytotoxicité induite par l’OTA seule ou en combinaison avec le 
MESNA, le NAC, le BSO et la MEL est identique. Le traitement des cellules par l’OTA et 
l’ACI entraîne une inhibition importante de la prolifération cellulaire. 
 Aucun de ces produits n'a eu d'effet protecteur vis-à-vis de la cytotoxicité de l'OTA. 
 
Identification des métabolites. 
 
Les cellules OK ont été traitées par 10µM d'OTA lors de cotraitements en présence de 
MESNA (100µM), NAC (100µM), BSO (100µM), ACI (1µM) et MEL (100µM). Le 
surnageant cellulaire a été récolté après 24h d'incubation puis extrait pour analyse en HPLC 
des métabolites formés. L'ADN est extrait pour l'analyse des adduits à l'ADN. 
La figure 78 présente les profils HPLC, obtenus à partir de ces extraits, comparés aux 
profils obtenus suite au traitement par de l'OTA seule. Les cotraitements avec le MESNA et le 
NAC ont induit des modifications mineures aux profils de métabolites. Par contre, le BSO, 
l'ACI et la MEL ont engendré une métabolisation très importante de l'OTA avec une synthèse 
accrue de composés plus hydrophiles et une diminution des composés plus hydrophobes que 
l'OTA.  
Le BSO a induit une production importante d'au moins 6 dérivés qui sont identifiés 
d'après leur temps de rétention en HPLC en tant que OP-OA, 4S- et 4R- OHOA, OTB ainsi 
que les dérivés "7" et "17" observés dans les incubations de microsomes et d'identité 
inconnue. 
L'ACI a fortement stimulé la production des métabolites "7" et OTB.  
Sur l'extrait obtenu à partir du cotraitement OTA plus MEL, on observe la production 
du dérivé "6" et de l'OP-OA en grande quantité. En considérant qu'une grande partie de l'OP-
OA produite s'est refermée en OTA lors de l'étape d'extraction, comme nous l'avons montré 
précédemment (§ 1.3.2 de ce chapitre), on peut supposer que la mélatonine oriente 
complètement le métabolisme de l'OTA vers la formation d'OP-OA. 
Sur la figure 79 sont représentés les effets, du MESNA, du NAC, du BSO, de l'ACI et 
de la MEL, observés sur la métabolisation de l'OTA.  
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 78: Métabolites formés lors d'une exposition simultanée de l'OTA avec soit du MESNA, du NAC, du BSO, de l'ACI ou de la MEL. Profils HPLC 
a) OTA 10µM, b) MESNA 100µM + OTA, c) NAC 100µM + OTA, d) BSO 100µM + OTA, e) ACI 1µM + OTA, f) MEL 100µM + OTA. 
            :  Extrait,              :  contrôle  
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Figure 79: Exemples de modulation de la formation des dérivés de l'OTA par les composés 
MESNA, NAC, BSO, ACI et MEL.  
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Figure 80 : Comparaison des spectres de masse des composés standard, servant de référence, 
avec les composés extraits sur les incubations des cellules OK. Fragmentation de l'OP-OA: a) 
standard OP-OA, b) extrait, fragmentation de l'OTB: c) standard OTB, d) extrait.  
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Afin de confirmer l'identité des métabolites produits lors de ces traitements, chaque 
dérivé, obtenu dans les incubations BSO, ACI et MEL en présence d'OTA, a été collecté en 
sortie d'HPLC et analysé en nanoESI-IT-MS. La figure 80 montre les spectres de masse 
obtenus ; l'ionisation est réalisée en mode négatif.  
Les dérivés OP-OA et OTB, obtenus après incubation des cellules OK, présentent les 
mêmes temps de rétention respectifs en HPLC mais aussi les mêmes profils de fragmentation 
en spectrométrie de masse que leurs standards respectifs. Ainsi on confirme avec certitude la 
formation des métabolites OP-OA et OTB par les cellules OK lors des cotraitements réalisés.   
Le spectre de masse des dérivés 4S- et 4R- OHOA n'a pas pu être réalisé correctement 
car les quantités de dérivés formées se sont révélées être trop faibles, en effet la fragmentation 
des standards d'OHOA est difficile et nécessite des quantités importantes de produit.  
Le spectre de masse du composé "7" fragmenté en mode positif et négatif est présenté 
sur la figure 81. Il montre que ce dérivé a une masse de 366 g/mol et ne possède pas d'atome 
de Chlore. Cette masse ne correspond à aucun des dérivés proposés dans le tableau 15 cité 
précédemment dans ce chapitre (§ 1.1.1).  
 
Relation avec la formation des adduits à l'ADN. 
 
Parallèlement à l'étude des métabolites, l'effet des composés MESNA, NAC, BSO, ACI 
et MEL sur la génotoxicité de l'OTA a été analysé. Les adduits à l'ADN ont été recherchés 
dans les incubations des cellules OK en présence d'OTA et de MESNA, de NAC, de BSO, 
d'ACI ou de MEL. La figure 82 présente les profils d'adduits obtenus. 
 
 
Figure 82 : Autoradiogrammes des adduits à l'ADN des cellules OK formés après 24h d'exposition à 
l'OTA 10µM et effets des cotraitements au MESNA, NAC, BSO, ACI et MEL.  
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MESNA la formation de l'adduit 2 s'est intensifiée. Avec le NAC les deux adduits persistent 
très faiblement tandis qu'avec le BSO seul l'adduit 1 a persisté. Les cotraitements avec l'ACI 
et la MEL ont inhibé la formation de ces adduits.    
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Figure 81: Analyse en nanoESI-IT-MS du composé n°7, ionisation en mode négatif.  
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2.2.4. Cytotoxicité de l'OP-OA et de l'OTB. 
 
La cytotoxicité de l'OP-OA et de l'OTB a été évaluée sur les cellules OK. Les cellules 
ont été exposées à des doses d'OP-OA et d'OTB de 2, 5, 10, 20, 50, 100, 150 et 200µM 
pendant 24 et 48h. Une coexposition des cellules à ces deux métabolites a aussi été réalisée. 
Le ralentissement de la prolifération des cellules OK en fonction de ces traitements est 
présenté sur la figure 83.   
L'OP-OA présente une faible cytotoxicité pour les cellules OK avec, sur 24h, un taux de 
prolifération cellulaire de 95% jusqu'à des doses de 20µM. A partir de 50µM d'OP-OA, 
l'inhibition de la prolifération jusqu'à 50% pour une concentration de 200µM. Sur 48h, la 
cytotoxicité de l'OP-OA est observée dès la dose de 10µM et le taux de prolifération décroît 
progressivement jusqu'à 35% pour un traitement de 200µM. 
L'OTB est plus cytotoxique que l'OP-OA, on observe une baisse de la croissance 
cellulaire de 15% dès la dose de 2µM, et celle-ci baisse jusqu'à un plateau de 60% d'inhibition 
à 50µM d'OTB. Après 48h, l'inhibition atteint 75%.  
L'exposition simultanée des cellules avec l'OP-OA et l'OTB induit une inhibition de la 
croissance de 60 à 65% sur 24h et de 75 à 80% sur 48h dès la plus petite dose testée de 10µM 
pour chaque toxine. La cytotoxicité globale, pour 10µM de chaque, est amplifiée. 
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Figure 83 : Effets cytotoxiques des métabolites OP-OA et OTB seuls (a: incubation de 24h, b: 
incubation de 48h) et lors d'expositions simultanées (c: 24h, d: 48h).      
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2.3.  Conclusion générale sur les effets cytotoxiques et la production de 
métabolites dans les cellules. 
 
La méthode de séparation par chromatographie en phase inverse couplée à l'utilisation 
d'un gradient a permis la séparation de plusieurs métabolites de l'OTA. Des différences 
significatives sont observées au niveau des métabolites produits par les divers types 
d'incubations microsomales et de lignées cellulaires.  
 
De nombreux métabolites sont formés après métabolisation par les microsomes, 
quantitativement et qualitativement différents, quand ils proviennent du porc ou du rat, ils ont 
produit respectivement 23 et 20 dérivés différents. Sept dérivés ont été identifiés d'après leur 
temps de rétention en HPLC ; ce sont l'OTα, l'OP-OA, les 4S- et 4R- OHOA, la 10-OHOA, 
l'OTB et l'OA-Met. Des recherches précédentes avaient indiqué que l'OTA était convertie en 
dérivés 4- et 10- hydroxy par des microsomes de foie de plusieurs espèces (Hansen et al., 
1982; Størmer, 1992), mais aussi en OTB et trois autres métabolites de structure inconnue (El 
Adlouni et al., 2000). 
La métabolisation est fonction non seulement de l’organe, mais aussi des enzymes 
exprimés. Globalement, la métabolisation par le foie est quantitativement plus importante. 
L’OTA module les enzymes impliqués dans sa propre métabolisation. Ceci se traduit par 
l’apparition de métabolites différents suivant l’expression de tels ou tels enzymes. Ceci est 
surtout flagrant au niveau du cortex et de la medulla du rein. On note aussi une différence liée 
au sexe des porcs avec une induction enzymatique chez les femelles. Ceci explique pourquoi 
le profil métabolique est différent chez le mâle et chez la femelle. 
 
L'exposition des lignées cellulaires à l'OTA a résulté dans la formation par les trois 
types cellulaires des dérivés "3", "7" (dérivé déchloriné de l'OTA), OP-OA, un nombre 
important de composés plus hydrophobes que l'OTA ainsi que la 4R-OHOA et l'OTB dans 
des proportions assez faibles par rapport aux composés précédents. Plusieurs pics n'ont pas pu 
être identifiés. La stimulation des cellules par les composés BSO, ACI et MEL, a orienté et 
amplifié le métabolisme de l'OTA vers la synthèse des composés "7" (dérivé déchloriné de 
l'OTA), OP-OA, 4S- et 4R-OHOA et OTB. 
 
La conversion métabolique de l'OTA diffère aussi suivant l'espèce animale comme l'ont 
montré nos études de métabolisation de l'OTA par divers substrats. La métabolisation est plus 
importante par les microsomes de porc que par ceux de rat. Certains métabolites ne sont 
formés qu’avec les organes de porc. Les cellules provenant de l'opossum ont formé plus de 
métabolites que celles d'origine humaine.  
 
Cette différence inter-espèce est aussi observée au niveau de la toxicité. En effet, les 
tests de cytotoxicité de l'OTA réalisés sur les lignées cellulaires ont montré une sensibilité 
accrue des cellules rénales d'opossum à l'OTA par rapport aux cellules d'origine humaine 
qu'elles soient rénales (ACHN), pulmonaires (WI) ou hépatiques. Néanmoins, on ne peut pas 
directement extrapoler que la différence est due exclusivement à une différence entre 
espèces ; mais plutôt au type de cellules. En effet, les cellules ACHN bien que d’origine 
rénale, dérivent d’un tissu tumoral ayant perdu les capacités fonctionnelles spécifiques du 
rein. Nous avons plus récemment acquis des cellules HK2 qui elles ont les caractéristiques de 
cellules rénales tubulaires. Les analyses sont en cours. 
 
L'étude des adduits à l'ADN sur les cellules OK a mis en évidence la formation de deux 
adduits liés au traitement par l'OTA. L'absence de formation d'adduits à l'ADN lors de 
l'exposition simultanée d'OTA avec de l'acivicine ou de la mélatonine est corrélée avec 
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l'induction en grande quantité des dérivés "7", OP-OA, 4S-/4R-OHOA et OTB. Ces résultats 
suggèrent que ces métabolites ne sont pas génotoxiques dans ce modèle.    
 
L'OP-OA et l'OTB présentent une cytotoxicité sur les cellules OK moins importante que 
l'OTA avec des CL50 à 24h de 150, 15 [10- 20] et 10µM respectivement pour l'OP-OA, l'OTB 
et l'OTA. 
 
L'utilisation de la spectrométrie de masse par nanoESI-IT-MS a permis l'identification 
de l'OTB et de l'OP-OA et donne des informations structurales utiles. Ainsi on sait que le 
dérivé noté "7" a une masse de 366 g/mol et ne possède pas d'atome de chlore contrairement à 
l'OTA. Cette technique est très utile pour confirmer la présence d'un métabolite ou pour 
obtenir des informations sur sa structure dès lors qu'il est formé dans des quantités suffisantes.    
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3. Etudes in vivo. 
 
L'étude a été réalisée sur des porcs (mâles et femelles) nourris ad libitum avec un 
régime alimentaire contaminé par 0,8ppm d'OTA. Après six mois de traitement, une 
néphrectomie unilatérale a été réalisée. Au cours de cette étude, nous avons évalué la présence 
d’adduits à l’ADN dans les régions corticales, médullaires et à la jonction cortico-médullaire 
du rein. Nous avons recherché la présence d'OTA et de ses métabolites dans le tissu rénal. Au 
niveau du cortex et de la médulla, nous avons mesuré l'expression des enzymes COX1 et 
COX2 ainsi que les activités EROD, ECOD et PROD reflétant les activités des CYP 1A & 1B 
pour EROD, principalement du CYP 2A, mais aussi 1B, 2B & 2E pour ECOD et du CYP 2B 
pour PROD. 
 
Cette étude fait l'objet d'une publication: 
 
T. Petkova-Bocharova, C. El Adlouni, V. Faucet, A. Pfohl-Leszkowicz, P.G. Mantle (2003) 
Analysis for DNA adducts, ochratoxin A content and enzyme expression in kidneys of 
pigs exposed to mild experimental chronic ochratoxicosis. Facta Universitatis Series: 
Medicine and Biology Vol.10, No 3, 2003, pp. 111 – 115. 
 
Résumé des résultats: 
 
Des adduits à l'ADN sont détectés dans les trois parties du rein mâle et seulement dans 
le cortex chez la femelle. Certains adduits ne sont observés que chez le mâle. L'incubation de 
microsomes, provenant de ces organes, en présence d'OTA et d'ADN a résulté dans la 
formation d'adduits à l'ADN. Un taux d'OTA correspondant à 2% de la consommation 
journalière est retrouvé dans le rein. La comparaison avec les temps de rétention des 
composés standard montre la présence d'OTβ, d'OTα, d'OP-OA et de 4-OHOA. Trois 
composés polaires restent non identifiés. Parmi ces trois là, un correspond certainement à la 
10-OHOA déjà détectée par d'autres chez cet animal (Størmer et al., 1983). Des différences 
au niveau des activités enzymatiques et de l'expression des COX sont détectées entre le mâle 
et la femelle. 
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ANALYSIS FOR DNA ADDUCTS, OCHRATOXIN A CONTENT
AND ENZYME EXPRESSION IN KIDNEYS OF PIGS
EXPOSED TO MILD EXPERIMENTAL CHRONIC OCHRATOXICOSIS
T. Petkova-Bocharova1, C. El Adlouni1, V. Faucet1, A. Pfohl-Leszkowicz1, P.G. Mantle2
1 Ecole Nationale Supérieure Agronomique de Toulouse, Lab. Toxicology & Food Safety, Avenue Agrobiopole,
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Summary. Further study of pig renal tissue obtained by unilateral nephrectomy after six months on feed artificially
contaminated with ochratoxin A (OTA) has revealed significant new information. Whereas there was no evidence of DNA
adducts in either control animal, as tested by 32P post-labelling, there was a differential pattern of occurrence in male
and female treated pigs. DNA adducts occurred across cortex and medulla in the male, but most clearly in the cortico-
medullary region. Adducts were only detected in the female in the cortex. Microsomal preparation from these kidneys
consistently catalysed the formation of DNA adducts in vitro in the presence of OTA; none was formed without OTA. The
ochratoxin A content of a kidney of a treated pig (about 15 µg) contrasted with the 1 µg found in that of control pigs, the
latter reflecting significant though slight contamination of some commercial feed with ochratoxin A in Bulgaria but
which did not appear to have any adverse effects in this pig experiment. Small amounts of fluorescent compounds more
polar than OTA were detected in kidney extracts. Activities of the enzymes ECOD, PROD and EROD in microsome
preparations from renal cortex and medulla were variously different in male and female animals, reflecting different
expressions of cytochromes P450 . Western blot analysis also indicated that OTA modulated cyclooxygenase (COX)
pathways differently in males and females in ways that might theoretically be disadvantageous for the male.
Key words: Ochratoxin A, DNA adducts, 32P post-labelling, protein synthesis, renal enzyme activity, pig, nephrotoxicity
Introduction
Experimental ochratoxicosis in pigs has sought to
define the role of ochratoxin A in natural occurrence of
porcine nephropathy in pig production, notably and
classically in Denmark (1), but also in Bulgaria (2). Its
primary role as causal agent in the former is well recog-
nised, if also occasionally in conjunction with other
natural mycotoxins in feed. Its role in Bulgaria is less
clear (2). Thus experimental chronic exposure to a mod-
est intake of ochratoxin A over one year was made there
recently (3) to assess whether the mycotoxin alone
could elicit the natural morbidity seen in some commer-
cial pig production. One year is a common maximum
life duration in commercial pig production. Choice of
feed contamination at 800 micrograms of ochratoxin A
/kg feed (800 ppb) was a value several times higher than
average natural contamination found in previous studies
in Bulgaria (2). The chronic dosing study showed rather
slight effects on liveweight gain and on kidney weight,
morphology and histopathology, a much less marked
morbidity than in spontaneous natural porcine ne-
phropathy in Bulgaria.
Recently, opportunity has arisen to extend the pa-
rameters studied initially, using renal tissue archived
deep-frozen after unilateral nephrectomy at the six
months stage of experimental feeding on an ochratoxin-
contaminated diet. The present paper reports these
findings which therefore constitute a sequel to the pub-
lished description (3).
Materials and methods
Pigs
From pigs given ad libitum a diet containing ochra-
toxin A at 800 ppb continuously from about 10 weeks of
age, and corresponding controls (3), four animals (one
male and one female each from treated and control
groups) were selected at random after 6 months for
unilateral nephrectomy. Immediately after excision the
left kidney was weighed and a segment cut across cor-
tex and medulla for histological fixation. Other parallel
segments were immediately frozen in dry ice and subse-
quently stored at -20C, pending chemical and biochemi-
cal analysis.
When opportunity arose to analyse for DNA adducts
a kidney segment was divided into three regions (cortex,
cortico-medullary junction and medulla) before analy-
sis. For expression of cytochrome P450 enzymes and
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arachidonic acid enzymes, a segment was divided at the
cortico-medullary junction into only two parts, mainly
cortex and mainly medulla. Measurement of OTA con-
tent was made on three slices of undivided tissue (each
300-400 mg) traversing both cortex and medulla.
Chemicals for 32P- postlabelling assay for DNA-adducts:
Proteinase K, spleen phosphodiesterase, RNase A
and T1, and microccocal nuclease were purchased from
Sigma (L'Isle d'Abeau, France); T4 polynucleotide ki-
nase and [γ 32P-ATP], 444 Tbq /mmol (6000 Ci/mmol)
were from Amersham (Les Ullis, France); nuclease P1
from Boehringer (Manheim, Germany); rotiphenol from
Rothsichel (Lauterbourg, France); cellulose MN 301
was from Macherey Nagel (Düren, Germany); polyeth-
yleneimine (PEI) was from Corcat (Virginia Chemicals,
Portsmouth, VA, USA). The PEI/cellulose TLC plates
were prepared in the Toulouse laboratory.
Analytical methods
DNA adduct analysis was as previously described
(4). Microsome extraction and western blot analysis was
as described in (5). EROD, PROD and ECOD activities
were measured as described in (6).
Ochratoxin A analysis was as follows; 0.2 g kidney
tissue was homogenized at 4°C in 4 ml of a solution of
MgCl2 (0,1M) in 0.05 M HCl (pH 1.2). The homogenate
was then extracted twice by shaking with 4 ml chloro-
form for 10 minutes. The chloroform extracts were
pooled and the supernatant discarded. The pooled chlo-
roform phases were extracted twice by shaking with 8 ml
of 0.1 M NaHCO3 solution for 5 minutes. After each
extraction, the mixture was centrifuged and the bicar-
bonate (upper) phase collected. The two bicarbonate ex-
tracts were pooled and adjusted to pH 1.5 with HCl. The
acidified aqueous extract was extracted again with chlo-
roform, first with 16 ml and then 8 ml, for 10 minutes. The
two chloroform extracts were pooled and evaporated to
dryness under nitrogen. After addition of 200 µl of metha-
nol, the sample was analysed by HPLC–spectrofluorimetry
using a Gilson 811B dynamic chromatography pump, a
Spectra Physics 2000 fluorescence spectrophotometer and
ICS autosampler. A spherisorb column (5 µm C18, 0.46
× 25 cm), preceded by a C18 pre-column, both from ICS
was used. The system was run isocratically with metha-
nol/acetonitrile/sodium acetate 0.005 M/acetic acid glacial
(300/300/400/14). For the analysis of OTA, the excitation
and emission wavelengths were, respectively, 335 and
465 nm. A mixture of OT beta, OT alpha, 4-OH-OTA,
open-ring OTA (OP-OTA) and OTB was also chromato-
graphed in the same conditions.
Results
Autoradiographs showing DNA adduct patterns in
pig kidney are shown in Fig. 1. No DNA adducts could
be observed in either control animals (male and female).
In pigs fed with OTA, DNA adducts occurred in all
parts of the male kidney but were only observed in the
cortex of the female pig (Table 1). Qualitatively, it ap-
peared that two spots were common to four autoradio-
graphs and that perhaps the closest pattern similarity
was between female cortex and male cortico-medullary
regions. Some adducts were only observed in the male.
Fig. 1.  Autoradiographs from 32P postlabelling for DNA
adducts in parts of kidney of pigs given feed with
or without added ochratoxin A
The HPLC profiles for OTA analysis are shown in
Figs. 2 & 3. In addition to the OTA extracted from kid-
neys (98.3 and 103.8 ng/g for OTA-treated male and
female, respectively; 12.1 and 9.6 ng/g for controls)
small amounts of several other more polar compounds
were detected by their emitted fluorescence after UV
excitation optimum for OTA (Figs 2 & 3 and Table 2).
Specifically, the group of three fluorescent compounds
eluting during 9 to 11 minutes may be the same in each
OTA-treated pig, as also the compound eluting at 6 min.
Occurrence of these compounds in Figs. 2 & 3, ex-
pressed quantitatively relative to OTA, is in Table 2,
incidence of the principal ones being in the range 1-6%
of OTA. Even in control animals, ingesting natural OTA
Table 1. Incidence of DNA adducts in renal cortex (Part A), cortico-medullary region (Part B), and medulla (Part C)
of pigs fed 0.8ppm OTA, 6 months
Spot
tissues 1 2 3 4 5 6
Total adducts per
109 nucleotides
Part A 16.8 ± 4 4.5 ± 0.2 7.4 ± 2 ND ND ND 28.5 ±   0.5
Part B 29.3 ± 5 11 ± 2 13 ± 4 1 ± 0.5 4 ± 0.9 ND 58   ± 10Male
Part C 27 ± 5 ND   4.3 ± 0.4 ND ND 10 ± 2 41   ±   3
Part A 18 ± 2 4.6 ± 1.5 7.2 ± 2 4.5 ± 1 ND ND 34   ±   5
Part B ND ND ND ND ND ND 0Female
Part C ND ND ND ND ND ND 0
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contamination in feed, traces of similar compounds
were evident. Seven different compounds were detected
in kidney of the male pig, whereas only five were found
in the female. Except for the compound called Z, the
amounts of these compounds are higher in male kidney.
Some compounds had retention times very close to
those of OT beta, OT alpha, OP-OTA and 4-OH-OTA.
Activities of ECOD (reflecting mainly CYP 2A, but
also 1B, 2B & 2E), PROD (reflecting CYP 2B) and
EROD (reflecting CYP 1A & 1B) were analysed in mi-
crosomes from the cortex and medulla of kidneys (Table
3). Untreated female cortex exhibited higher PROD and
ECOD activities than male cortex, whereas male cortex
exhibited higher EROD activity.
untreated pig
OTA- treated pig
Fig. 2. HPLC profile of OTA and associated fluorescent
compounds isolated from kidney of male pigs
with and without added OTA
untreated pig
OTA-treated pig
Fig. 3. HPLC profile of OTA and associated fluorescent
compounds isolated from kidney of female pigs
with and without OTA
Amongst the results of western blot analysis, meas-
uring expression of protein synthesis (Fig. 4), some com-
plementary patterns were evident concerning COX1 and
COX2 both in cortex and medulla. OTA treatment was
associated with reduced expression of COX1 in the male,
but an increase in the female to which its homeostatic and
protective effects could be applied. Conversely, OTA
increased COX2 in the male, possibly adding its more
malign activity to the already reduced homeostasis con-
ferred by reduced COX1. Microsomal preparations from
mainly cortex and mainly medulla regions, incubated in
vitro with DNA and OTA, gave the DNA adduct patterns
displayed also in Fig. 4. Considerable qualitative homo-
geneity was evident particularly concerning two radioac-
tive spots in autoradiographs. Both cortex and medulla in
both sexes was an effective source of microsome activity;
no radioactive nucleotides were found without OTA in
'control' incubations (Fig. 4).
Table 2. Estimated incidence of polar fluorescent compounds relative to the concentration of OTA
Retention time
in minutes
4.53
OTβ
5.78
OTα
6.25
X
7.03
OPOTA
9.38
Y
10
4OHOTA
10.78
Z
11.24
OTB
Male 3.91% 0.64% 3.13% 1% 1.32% 6.25% 2.50% ND
Female 1.8% ND 2.5% ND 0.29% 2.86% 3.57% ND
Table 3. PROD, EROD, ECOD activities in kidney of pigs with or without OTA 0.8ppm, 6 months
Activity
(pmol/min/mg of microsomal proteins)Sample
PROD ECOD EROD
Untreated male 1.15 ± 0.2 70 ± 5 30.3 ± 0.5
OTA treated Male 2.3  ± 0.2 a* 90 ± 5 a* 69   ± 0.5 a*
Untreated Female 2.65 ± 0.2 c* 239 ± 7 c** 12.5 ± 0.5 c**Cortex
OTA treated Female 2.4  ± 0.2 124 ± 5 b **; d * 74   ± 1 b**
Untreated male 4.85 ± 0.4 55 ± 2 63.4 ± 0.5
OTA treated Male 2.7  ± 0.3 a* 80 ± 5 a* 82   ± 1 a*
Untreated Female 2.6  ± 0.2 c* 140 ± 5 c** 54.1 ± 0.5 c*Medulla
OTA treated Female 7     ± 0.2 b**; d** 72 ± 5 b** 53   ± 0.5 d**
a:statistical difference between untreated versus treated male;
b:statistical difference between untreated versus treated female;
c:statistical difference between untreated male versus untreated female;
d: statistical difference between treated male versus treated female
* p<0.05; **p<0.01
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Discussion
Relative concentrations of ochratoxin A measured in
kidney of treated and control pigs corresponded broadly
with those of serum concentrations measured earlier (3).
As described in 3, there was already evidence of some
indigenous ochratoxin A in commercial pig feed, im-
plied at about 40 ppb, revising the actual OTA concen-
tration to about 840 ppb in the treated diet. This is con-
firmed by the analysis of kidney tissue. Thus it can be
calculated that an amount of OTA equivalent to only
about 2% of the daily intake resided in the kidneys.
Comparison with standard retention times for OT beta,
OT alpha, OTB and OP-OTA indicated that OTB was
not present. However, the compound eluting at about 7
minutes may be OP-OTA, and that at 4.6 min particu-
larly in the male control is likely to be OT beta. The
compound eluting at 5.8 minutes could be OT alpha,
and that at 10 minutes could be 4-OH-OTA. This clearly
leaves three unrecognized polar compounds associated
with the OTA treatment.
The new data is in the context of 6 months of con-
tinuous exposure to diets contaminated with OTA, ei-
ther naturally slightly or experimentally increased ap-
proximately 20-fold. Initially this stage was part of a
planned long-term study that unfortunately had to ter-
minate at one year for economic reasons. The endpoint
at one year showed only small adverse response ex-
pressed as slightly hypertrophied kidneys with a faintly
mottled surface, though probably not recognizable as a
cause of concern during meat inspection in routine
slaughterhouse processing (3). At 6 months, the 20-fold
difference in OTA contamination between treated and
untreated feeds had been closely reflected in the serum
OTA concentration (3). However, in the present analy-
ses only a ten-fold difference was found in kidney tis-
sues, compensated somewhat on a whole organ basis
[about 14-16 µg OTA in a treated kidney and 1.0-1.3 µg
OTA in a control], if the increased weight of the excised
kidney of treated pigs is taken into account.
The pigs had been castrated at 12-15 kg body
weight, before the experiment commenced; thus subse-
quent expression of gender will have been independent
of gonadal influences. Nevertheless, different expres-
sions of the proteins COX1 and COX2 were consistent
with the male probably being more influenced by OTA
circulating through kidney. Indeed, COX1 plays a cru-
cial role in the preservation of renal function and is con-
stitutively expressed in all tissues, whereas COX2 is less
constitutively apparent but can readily be induced (7).
This induction has been related to tumour cell growth
and progressive renal injury (8-11). Gender did not
seem to be a factor in the microscopic histopathological
changes reported for the pig kidneys at one year (3) so it
is difficult to predict how different expressions of COX1
and COX2 might affect pigs with entire sexuality. Cor-
respondingly, since expression of COX1 and COX2 is
not regulated by gonadal hormones, the differential oc-
currence of DNA adducts seemed also to be a constitu-
tive feature of the fundamental genetic status before
castration. In previous papers we correlated animal sus-
ceptibility to OTA-induced cancer to particular meta-
bolic profile (12-13). In the present study we note that
male pig kidney exhibited more toxifying CYP, in addi-
tion to COX2, than female kidney.
The limited amounts of DNA from these archived
tissues precluded co-chromatography of post-labelling
products to attempt matching of radioactive regions in
analyses from whole kidney tissue with those of in vitro
preparations. Nevertheless, it is tantalizing to consider
whether the adducts-like spots in Fig. 1, correspond to
any in Fig. 4. Of course, it is not possible to predict
whether, or to what extent and under what circum-
stances, DNA adducts revealed in pigs given the 800
ppb OTA-treated feed potentially could affect animal
health. Nor is there any evidence that adducts observed
in autoradiographs actually involved OTA directly and
constituted evidence of mutagenicity. The incidence of
adducts was also of an order similar to that of other
studies on rats, implying that these DNA modifications
Fig. 4. Western blots and 32P post-labelling autoradiographs from comparison of cortical and medullary microsome activities
in male and female pigs with and without added OTA in feed for 6 months.
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are not notably cumulative during long-term exposure to
the mycotoxin. Nevertheless, it is well known that in the
carcinogenic process, the most important event is the
accuracy of DNA repair, more than the level of DNA
modification. For some carcinogens, it has been demon-
strated that a minor modification (e.g. alkylation of
thymine on position 4 badly repaired) is highly muta-
genic. Thus the original objective of a lifetime study of
mild chronic ochratoxicosis in the pig (3) is seen to have
been even more desirable concerning evaluating the
toxicity of ochratoxin A.
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ANALIZA DNA ADUKTA SADRŽAJA OCHRATOXIN-A I EKSPRESIJE ENZIMA
U BUBREZIMA PRASADI IZLOŽENIH BLAGOJ EKSPERIMENTALNOJ HRONIČNOJ
OCHRATOXICOSI
T. Petkova-Bocharova1, C. El Adlouni1, V. Faucet1, A. Pfohl-Leszkowicz1, P.G. Mantle2
1 Ecole Nationale Supérieure Agronomique de Toulouse, Lab. Toxicology & Food Safety, Avenue Agrobiopole,
   31326 Auzeville-Tolosane, France
2 Imperial College London, Department of Environmental Science & Technology, SW7 2AZ, UK
Kratak sadržaj: Dalja studija tkiva bubrega dobivenih unilateralnom nefrektomijom prasadi koji su hranjeni hranom
veštački kontaminiranom ochratoxin-om A (OTA), dala je značajne nove informacije. Nije bilo dokaza DNA adukta
kod kontrolnih životinja testiranih obeležavanjem pomoću 32P, već je zabeleženo različito ponašanje muških i ženskih
tretiranih životinja. DNA adukti su se javljali u korteksu i meduli mužjaka, ali najjasnije u kortiko-medularnoj regiji.
Kod ženki su uglavnom nalaženi u korteksu. Mikrozomalna preparacija ovih bubrega, permanentno je katalizovala
stvaranje DNA adukta in vitro u prisustvu OTA, dok se isti nije formirao u odsustvu OTA. Sadržaj ochratoxin-a A u
bubregu tretiranih prasadi (oko 15 µg) značajno se razlikovao od 1 µg nadjenog u kontroli, što je bila posledica
kontaminacije neke komercijalne hrane ochratoxin-om A u Bugarskoj, što nije dovelo do neželjenih efekata u ovim
eksperimentima. Male količine fluorescentnih sastojaka polarnijih od OTA su otkrivene u ekstraktima bubrega.
Aktivnosti enzima ECOD, PROD i EROD u preparacijama mikrozoma iz korteksa i medule bubrega u različitom
stepenu su se razlikovale kod ženki i mužjaka, što je odražavalo različitu ekspresiju cytochrom-a P450.  Western blot
analiza je takodje pokazala da OTA različito moduliše cyclooxigenase-ni put (COX) u mužjaka i ženke na način koji bi
možda teorijski bio nepovoljniji za mužjake.
Ključne reči: Ochratoxin A, DNA adukti, obeležavanje 32P, sinteza proteina, aktivnost renalnih enzima, prase,
nefrotoksičnost
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4. Synthèse sur la métabolisation de l'OTA.  
 
Préalablement à cette étude, le métabolisme de l'OTA a été étudié à la fois in vitro et in 
vivo, principalement dans le foie mais aussi dans le rein. Bien que l'implication de différents 
cytochromes P450 mais aussi de peroxydases ait été mise en évidence, la nature exacte des 
métabolites impliqués dans la génotoxicité de l'OTA reste inconnue. Ainsi afin d'établir une 
relation entre la génotoxicité de l'OTA et la formation des métabolites nous avons établi une 
méthode de détection des métabolites de l'OTA.  
Dans un premier temps, appliquant cette procédure analytique et utilisant la 
fluorescence spécifique de l'OTA pour leur détection, nous avons comparé les dérivés de 
l'OTA formés in vitro par des incubations de microsomes provenant d'organes de porc et de 
rat des deux sexes et de lignées cellulaires d'origine humaine ou dérivées de l'opossum.  
Dans un second temps, nous avons étudié la métabolisation de l'OTA par les cellules 
OK après un traitement par des antioxydants en relation avec la formation des adduits à 
l'ADN, de précédents travaux avaient suggéré l'implication du stress oxydatif dans les effets 
génotoxiques et carcinogéniques de l'OTA. 
Parallèlement, nous avons étudié l'effet d'une ochratoxicose chronique chez le porc sur 
la formation des adduits à l'ADN, et le métabolisme de l'OTA. 
 
Comparaison du métabolisme de l'OTA in vitro. 
  
L'analyse des profils HPLC a indiqué que plusieurs dérivés stables de l'OTA sont 
formés. Des quantités élevées de métabolites sont produites par les microsomes du foie et 
dans une moindre mesure par les microsomes des autres organes (rein, poumon et testicule). 
Jusqu'à 23 dérivés différents ont pu être détectés dans les incubations de microsomes de porc 
dont l'OTα, l'OTβ, l'OP-OA, les 4R-/ 4S- et 10- OHOA, l'OTB, l'OTHQ et l'OA-Met. Les 
métabolites formés dans les cultures cellulaires sont aussi présents après incubation en 
présence de microsomes. L'ensemble de ces résultats confirme que le système modèle in vitro 
utilisé permet de détecter les métabolites de l'OTA, et surtout que l'OTA est bel et bien 
métabolisée.  
Nous avons observé une métabolisation de l'OTA quantitativement plus importante chez 
la femelle que chez le mâle montrant l'existence de différences physiologiques entre les deux 
sexes. Suite au prétraitement des animaux à l'OTA, la production des métabolites par les 
microsomes corticaux et médullaires a été stimulée chez le mâle et partiellement inhibée chez 
la femelle. Nous confirmons l'hypothèse émise quant à l'action de l'OTA sur les enzymes de 
métabolisation lors de l'étude d'ochratoxicose chronique chez le porc présentée dans le 
paragraphe 3 (Petkova-Bocharova et al., 2003). En effet, le cortex du mâle montre des 
activités PROD, ECOD et EROD plus élevées après le traitement à l'OTA, similairement la 
medulla mâle montre des activités ECOD et EROD plus fortes. Tandis que chez la femelle, on 
observe une baisse des activités ECOD dans ces deux tissus. 
Les différences de métabolisation observées inter-sexes, inter-organes ou en fonction du 
cofacteur utilisé sont spécifiques pour chaque dérivé, mettant en évidence l'implication de 
plusieurs voies de métabolisation ; ce qui est en accord avec les études sur le métabolisme de 
l'OTA déjà réalisées. Dans les microsomes de foie provenant de souris, de rat ou de lapin, les 
composés hydroxylés : 4R- et 4S-OHOA chez le rat ainsi que la 10-OHOA chez le lapin, sont 
formés par les CYP 1A2, 2B1 et 2C11 (Størmer et al., 1983, 1992; Ueno, 1985). L'OTB est 
formée par des cellules exprimant le CYP 2A6 (Grosse et al., 1997).  
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Effet d'un cotraitement par différents composés sur le métabolisme et la génotoxicité de 
l'OTA. 
 
L'utilisation des composés BSO, ACI et MEL montre un effet au niveau du 
métabolisme de l'OTA aboutissant à la formation de métabolites en grande quantité, tandis 
que le MESNA et le NAC ont un effet mineur. Ceci nous a permis d'analyser les dérivés 
formés en spectrométrie de masse et d'obtenir des informations quant à leur structure. Ces 
dérivés se sont révélés être l'OTB, l'OP-OA et un composé non chloré de masse 366 g/mol et 
correspondant au dérivé noté "7".  
Parallèlement, aucun adduit n'est détecté avec l'ACI et la MEL et seul l'adduit "1" 
persiste avec le BSO, tandis que les deux adduits induits par le traitement OTA sont retrouvés 
après les traitements MESNA et NAC.  
Les profils d'adduits à l'ADN observés ainsi que la corrélation entre le métabolisme de 
l'OTA et la formation des adduits lors de l'utilisation de composés antioxydants met en 
évidence que le stress oxydatif n'est pas le seul mécanisme impliqué pour expliquer les effets 
génotoxiques de l'OTA. La première indication suggérant un lien entre la biotransformation 
de l'OTA et ses effets génotoxiques a été obtenue d'expériences précédemment publiées où les 
différences spécifiques inter-sexe des effets génotoxiques et carcinogéniques étaient en partie 
contrôlées par des enzymes de métabolisation (Castegnaro et al., 1998; Pfohl-Leszkowicz et 
al., 1998). De plus, la preuve de l'implication des enzymes du système de cytochromes P450 
dans le procédé de biotransformation de l'OTA a été apportée par plusieurs études (Hietanen 
et al., 1986; Fink-Gremmels et al., 1993). Grosse et al. (1997)  montrent que des dérivés 
génotoxiques sont formés par les CYP 1A2, 2D6 et 3A4. L'implication des voies 
lipoxygénases et époxygénases dans la génotoxicité est soulignée par Pinelli et al. (1999), 
tandis que la cyclooxygénase diminue la génotoxicité. L'implication de la GST microsomale 
et du CYP 2C9 dans la formation des adduits est suggérée, le CYP 2B n'étant pas génotoxique 
(El Adlouni et al, 2000).  
La capacité à réduire le stress oxydatif, par l'augmentation des thiols libres, du MESNA 
et du NAC n'a pas permis d'inhiber la formation d'adduits à l'ADN, au contraire le MESNA l'a 
stimulé. Les résultats obtenus avec le BSO et l'ACI confirment l'implication d'une voie du 
glutathion dans la formation d'un dérivé génotoxique montrée par Pfohl-Leszkowicz et al. 
(2002). Les divergences au niveau des profils d'adduits à l'ADN entre cette étude et notre 
travail peuvent être expliquées par la différence de modèle d'étude : in vivo contre in vitro. La 
MEL, en plus de ses propriétés d'antioxydant et de piégeur de radicaux libres, a la capacité 
d'inhiber l'activité de la 5-lipoxygénase (5-LIPOX) et de son promoteur (Steinhilber et al., 
1995). Nos résultats suggèrent que c'est cette dernière caractéristique qui est mise en jeu lors 
de l'inhibition de la formation des adduits détectée. Ceci confirme les études faites chez la 
souris indiquant l'inhibition de la formation d'adduits de l'OTA lors d'un prétraitement par la 
vitamine E qui en plus d'être un piégeur de radicaux libres, inhibe la lipoxygénase. A 
l'inverse, la vitamine A, qui stimule la lipoxygénase, a globalement diminué le taux d'adduits 
totaux, mais a considérablement amplifié l'adduit (Grosse et al., 1995) retrouvé 
majoritairement dans les études de cancérogénicité (Castegnaro et al., 1998; Pfohl-
Leszkowicz et al., 1998) et dans les tumeurs des Bulgares souffrant de néphropathie 
endémique des Balkans (BEN) (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993).  
La corrélation entre l'absence d'adduits et les métabolites formés lors des traitements 
avec l'ACI et la MEL permet de suggérer que les dérivés "7" (dérivé déchloriné de l'OTA), 
OP-OA, 4S-/4R-OHOA et OTB ne sont pas génotoxiques. Il a été montré que les dérivés 
suivants n'étaient pas non plus génotoxiques : l'OTα, la 4R-OHOA (Pinelli et al., 1999), la 
10-OHOA (El Adlouni, 2000), les conjugués hexose et pentose à l'OTA (Gross-Steinmeyer et 
al., 2002).    
 
 
Chapitre IV – Etude de la biotransformation de l'ochratoxine A. 
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Ochratoxicose chronique chez le porc. 
 
Ces résultats de métabolisation chez le porc in vivo confirment nos résultats obtenus sur 
les microsomes et soulignent la pertinence de notre modèle expérimental. En considérant leur 
polarité et donc leur ordre d'élution en HPLC mais aussi compte tenu des proportions relatives 
formées, on peut supposer que le composé "X" proposé dans cette étude correspond au 
composé "7" identifié en MS après incubation des cellules OK avec de l'ACI, le composé "Z à 
la 10-OHOA, les composés ayant les temps d'élution de 9,38 et 10 min pouvant être les deux 
isoformes 4R- et 4S- OHOA.  
On retrouve in vivo des différences de métabolisation entre mâles et femelles. Ces 
différences sont marquées aussi au niveau de la formation des adduits et de l'expression et 
l'activité des enzymes. L'OTA a induit chez le mâle l'expression du CYP2C9, de la 5-LIPOX 
dans la medulla et de la COX2 dans le cortex et la medulla. Chez la femelle, l'OTA a induit 
l'expression de la COX1 dans les deux tissus. Or les enzymes induites chez le mâle ont été 
décrites comme étant génotoxiques (Pinelli et al., 1999; El Adlouni et al., 2000) tandis que la 
cyclooxygénase 1 est décrite comme détoxifiante. Les modulations de l'expression des 
enzymes observées, ici in vivo, sont corroborées par Molinié en 2004 qui met en évidence 
dans les cellules WI (cellules d'origine mâle) l'inhibition de l'expression de la COX1 et du 
CYP 3A4 ainsi que l'induction des COX2, 5-LIPOX et CYP 2C9.  
 
 
 
En conclusion, la méthode mise au point pour l'analyse de la métabolisation de l'OTA 
est pertinente, les métabolites retrouvés sont similaires d'un modèle à l'autre et retrouvés in 
vivo. L'ensemble de nos résultats montre que la biotransformation de l'OTA en plusieurs 
dérivés est particulièrement importante puisque la génotoxicité de l'OTA en dépend. De plus, 
la demie-vie, la voie d'élimination et la toxicité de l'OTA sont aussi dépendantes du 
métabolite formé (Li et al., 1997). Il est intéressant de noter que cette biotransformation de 
l'OTA fait intervenir à la fois les enzymes du système des mono-oxygénases à cytochrome P-
450 (CYP) mais aussi les peroxydases.   
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La contamination par les mycotoxines des denrées alimentaires destinées à la 
consommation humaine et animale, ainsi que des produits agricoles, continue d'affecter 
sérieusement la disponibilité et l'innocuité de l'approvisionnement alimentaire mondial 
(FAO). Un certain nombre de recommandations ont été formulées dans le but de minimiser 
les effets néfastes des mycotoxines sur l'économie et la santé, ainsi que de renforcer les 
mesures préventives. De nombreux programmes nationaux et internationaux ont ainsi été mis 
en place, pour limiter les risques posés par les mycotoxines. C'est dans le cadre du projet 
européen "Ochratoxin A - risk assessment " (EU - QLK1-2001-01614) que s'est inscrit mon 
travail de thèse.   
 
Les facteurs environnementaux jouent un rôle important dans l'étiologie des cancers 
chez l'homme ; ils incluent des cancérogènes chimiques tels que ceux trouvés dans la fumée 
de cigarette ou dans les contaminants alimentaires avec par exemple la mycotoxine aflatoxine 
B1, mais aussi des cancérogènes physiques tels que les radiations UV et l'amiante, etc.  
 
 Des études faites dans les Balkans indiquent un lien causal possible entre la 
contamination des aliments par des mycotoxines (notamment l’OTA et la CIT) (Petkova-
Bocharova & Castegnaro, 1985 ; Petkova-Bocharova et al., 1991a ; Vrabcheva et al., 2000, 
2004), la présence des mycotoxines dans les fluides biologiques (Petkova-Bocharova et al., 
1988 ; Petkova-Bocharova et al., 1991b ; Castegnaro et al. 1991 ; Petkova-Bocharova et al., 
2003) et le développement de néphropathies et des cancers des voies urinaires supérieures 
associés (Chernozemsky et al., 1997 ; Petkova-Bocharova et al., 1988). Cette néphropathie 
est similaire à celle observée chez le porc en Bulgarie (Stoev et al., 1998). Lors de la 
classification de l’OTA en "substance cancerogène possible pour l’Homme" (2B), le point 
majeur soulevé était de ne pas pouvoir séparer les deux maladies. 
 
 Le développement tumoral est un processus multifactoriel, impliquant l’altération de 
l’ADN après activation métabolique des cancérogènes conduisant à des mutations à l’origine 
d’activation d’oncogènes ou répression de gènes suppresseurs de tumeurs (Vogelstein & 
Finzler, 1993 ; Weinstein, 1988 ; Harris, 1991). Bien qu’il soit reconnu depuis une dizaine 
d’années que l’OTA est cancérogène pour l’animal (IARC, 1993), le mécanisme par lequel 
elle entraîne les tumeurs fait l’objet de débats.  
Deux théories s’affrontent :  
-  1) l’OTA, peu métabolisée, n’est ni mutagène, ni génotoxique, et les 
effets induits seraient une conséquence secondaire d’un stress oxydatif (pour 
une revue voir Turesky, 2005 ; O’Brien & Dietrich, 2005)   
- 2) L’OTA est mutagène et génotoxique après métabolisation 
impliquant majoritairement des peroxydases (pour une revue voir Manderville, 
2005 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005a ; Manderville & Pfohl-
Leszkowicz, 2005) 
 
Le but de notre travail était donc de déterminer le profil métabolique de l’OTA et de 
définir la nature exacte des adduits à l’ADN observés dans les cellules, les organes d’animaux 
traités par l’OTA et lors d’incubations in vitro.  
Ce travail de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux réalisés préalablement dans le 
laboratoire lors de la thèse de Brigitte Azémar qui avait montré qu’une partie des cancers des 
voies urinaires (carcinomes à cellules claires) en Midi-Pyrénées présentaient des adduits à 
l'ADN spécifiques d'une contamination à l'OTA (Azémar et al., 1997,1998 ; Azémar, 2000) et 
lors du travail de thèse de Anne Molinié qui avait étudié les mécanismes moléculaires 
impliqués lors de l’intoxication d’animaux par l’OTA et la CIT (Molinié, 2004). 
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Pour atteindre nos objectifs, nous avons étudié la métabolisation de l’OTA par divers 
systèmes in vitro (incubations en présence de microsomes) et en culture cellulaire. Ces 
métabolites ont été isolés en vue de leur identification structurale par spectrométrie de masse 
à nano-electrospray. Nous avons tenté d’établir un lien entre la métabolisation de l’OTA, les 
voies de biotransformation et la formation d’adduits à l’ADN dans ces mêmes systèmes ainsi 
que dans les organes d’animaux (porc/rat). Le but ultime était de prouver que les adduits 
détectés sont le résultat de la liaison covalente entre une base et l’OTA et/ou l'un des ces 
métabolites. L’obtention de standards synthétiques sur le carbone 8 de la guanine a, en partie, 
permis de répondre à cette question. 
 
L’ensemble de nos résultats de métabolisation, que ce soit par utilisation de microsomes 
ou en culture cellulaire, montre clairement une relation entre la formation de métabolites et la 
dose d’OTA administrée, ainsi qu’une relation avec le temps de traitement. La co-élution des 
métabolites avec les métabolites standards permet de confirmer la formation d’OTB (OTA 
déchloriné), de 4R-OH-OA, 4S-OH-OA, d'OP-OA (forme ouverte de l’OTA), de 10-OH-OA, 
et d'OTHQ ainsi  que d’autres métabolites de structure inconnue. Certains de ces métabolites 
sont formés dans les organes de porc et de rat et se retrouvent dans les urines du rat. L’identité 
de ces composés a été confirmée par spectrométrie de masse.  
La quantité relative de métabolites est fonction du sexe de l’animal, de l’organe et d’un 
éventuel pré-traitement des cellules ou des animaux par des modulateurs de divers enzymes 
de métabolisation. Nous confirmons par ces expériences l’implication des enzymes de la 
cascade de l’acide arachidonique (COX et LIPOX), ainsi que la voie de conjugaison au 
glutathion. Au profit de ces expériences, nous avons isolé un métabolite dont nous avons 
essayé de déterminer la structure par spectrométrie de masse. C'est un métabolite déchloré de 
masse 366g/mol, formé en grande quantité lors du pré-traitement des cellules par de l’ACI, 
substance inhibant la gamma glutamyl transpeptidase, enzyme ayant un rôle primordial au 
niveau du rein dans l’élimination des dérivés conjugués au glutathion et leur transformation 
en dérivés mercapturique. 
Ces résultats confirment ceux obtenus au préalable (Grosse et al., 1997a ; Pinelli et al., 
1999 ; El Adlouni et al., 2000) et par d‘autres auteurs in vitro et in vivo (Ueno, 1985 ; 
Castegnaro et al., 1989 ; Stormer, 1992 ; Fink-Gremmels et al., 1993 a & b ; Xiao et al., 
1996 ; Li et al., 1997). Mally et al. (2004) ont isolé de l’OTHQ des urines de rats traités à 
l’OTA. A l’inverse, Zepnick et al. (2003) ne trouvent aucun métabolite excepté l’OTα dans 
les organes ou l’urine de rats traités par voie orale (0,5 mg/kg pc). En fait, contrairement à 
l’explication donnée par les auteurs la non-détection des métabolites n’est pas due à la dose 
utilisée, mais à une technique non appropriée d’isolement des métabolites (Pfohl-Leszkowicz 
& Castegnaro, 2005 b). Il est connu que l’OTA se fixe sur les protéines (Galtier et al., 1981 ; 
Hult & Fuchs 1986 ; Hagelberg et al., 1989). Nous avons en effet confirmé que la méthode 
d’isolement des métabolites par précipitation des protéines par l’éthanol, n'entraîne qu'une 
partie de l’OTA et de ses métabolites, fixés sur les protéines. Il faut des conditions de pH 
acide en présence de MgCl2 pour que l’OTA et les métabolites se séparent des protéines.  
Les diverses voies de métabolisation ont comme point commun la formation d'espèces 
radicalaires et de composés électrophiles pouvant être à l'origine des adduits à l'ADN et aux 
protéines mais aussi des effets de stress oxydatif dont la lipoperoxydation. La modulation de 
la formation des métabolites est corrélée à la formation d’adduits à l’ADN.  
 
Le post-marquage de l'ADN au phosphore 32 est une technique très sensible qui permet 
de détecter 1/1010 adduit/nucléotides normaux. Cette technique présente l'avantage de 
permettre l'analyse de mélanges complexes d'adduits à l'ADN. C'est par cette technique que, 
par le passé, l'induction d'adduits à l'ADN (de nature inconnue) par l'OTA a été montrée à 
plusieurs reprises (pour un article général voir Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005a). 
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L’utilisation de polydesoxynucléotides a montré que des adduits se forment sur la 
guanine, ainsi que sur l’adénine (Azémar, 2000 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005). 
L'OTA pourrait aussi être à l'origine d'adduits dépurinants comme le montrent nos études avec 
des oligonucléotides incubés en présence d'OTA et d'un système de métabolisation, ayant 
entraîné le relargage d’une guanine. C'est aussi un mécanisme par lequel l'OTA peut être 
cancérogène. En effet, Cavalieri & Rogan (2002) ont montré que ce type d'adduit pouvait être 
à l'origine de cancers induit par oxydation d'oestrogènes endogènes ou synthétiques. La 
formation d'adduits dépurinants pourrait être une explication aux cassures simple brin de 
l'ADN observées par la technique de Comet-assay (Lebrun & Föllman, 2002 ; Simarro 
Doorten et al., 2005).  
L’équipe du Pr Manderville a montré que l’oxydation, in vitro, de l’OTA génère un 
radical phenoxy et le couple quinone/hydroquinone (Gillman et al., 1998 ; Calcutt et al., 
2001 ; Dai et al., 2002) capable de créer des liaisons covalentes au niveau de la guanine (Dai 
et al., 2003). Pour d’autres dérivés chlorés, l’implication de la formation de quinone dans le 
phénomène génotoxique a été mis en avant (Arif et al., 2003 ; Manderville & Pfohl-
Leszkowicz, 2005). Ayant à notre disposition deux adduits standard C8 OTA-3'dGMP, nous 
avons tout d'abord confirmé que les adduits d'OTA pouvaient bien être détectés par la 
méthode de post-marquage. Par des études de comigration, nous avons montré que ces adduits 
étaient formés in vivo chez le porc et chez le rat (Faucet et al., 2004 ; Dai et al., 2004). 
L’OTHQ est bien un métabolite génotoxique capable de générer du fait de son pouvoir 
oxydoréducteur des adduits à l’ADN sans métabolisation supplémentaire. En présence de 
microsomes de medulla de rein de porc un adduit ayant les propriétés identiques au C-C8 dG 
OTA est formé. Ceci indique qu’une métabolisation supplémentaire de l’OTHQ conduit à la 
formation de cet adduit. Il est intéressant de noter que cet adduit a aussi été observé dans les 
reins d’animaux traités seulement par de l’OTB. Le seul adduit persistant dans les reins 
d'animaux, pré-traités par de l’acivicine avant l’OTA, présentait aussi ce seul adduit (Pfohl-
Leszkowicz et al., 2002a). Cet adduit semble être  généré par une biotransformation via la 
LIPOX puisqu’il est amplifié quand les microsomes expriment fortement cet enzyme 
(Azémar, 2000 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005), dans les reins de souris pré-traitées 
à la vitamine A, qui induit la LIPOX (Grosse et al., 1997b). A l’inverse, l’inhibition de cet 
enzyme par d’autres vitamines comme la vitamine E ou d’autres substances comme le 
NDGA, élimine cet adduit (Grosse et al., 1997b ; Obrecht et al., 1996 ; Pinelli et al., 1999) ou 
comme nous l'avons montré avec la mélatonine. La formation des métabolites d’OTA en 
culture cellulaire est modulée différemment suivant le pré-traitement. L’acivicine oriente le 
métabolisme de l’OTA vers la formation d’OTB, mais aussi d’un autre métabolite déchloré. 
Tandis que la cytotoxicité n’est pas diminuée.  
 
Nos résultats montrent une corrélation entre la métabolisation et la génotoxicité. Il est 
intéressant de noter que la métabolisation est différente suivant le sexe de l’animal. En effet, 
le pré-traitement de porc par l’OTA a pour effet de stimuler la métabolisation de l’OTA chez 
les mâles alors qu’au contraire cela l’inhibe chez les femelles. Il est connu que l’expression de 
plusieurs enzymes est fonction du sexe. Ainsi, l’expression du CYP 1B1 (Shimada et al., 
2004) et du CYP 2C (Gustafsson et al., 1983 ; Kamataki et al., 1983 & 1985) est sous la 
dépendance des hormones sexuelles. La modulation différentielle en fonction du sexe de 
certains CYP (2C & 3A notamment), de la COX et de la LIPOX suite à une administration 
d’OTA avait été montrée chez les rats lors de l’étude de carcinogénicité (Pfohl-Leszkowicz et 
al., 1998) et a été confirmée chez le porc (Petkova-Bocharova et al., 2003a). D’autres équipes 
ont montré que l’OTA est génotoxique après métabolisation par ces enzymes (Simarro-
Doorten et al., 2004, 2005 ; De Groene et al., 1996). 
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L’ensemble de nos résultats est en faveur d’une action directe de l’OTA sur l’ADN 
après métabolisation, et confirme la génotoxicité de l’OTA mise en évidence par d’autres 
auteurs et reflétée notamment par : 
 
- i) l’induction d’échanges de chromatides sœurs (Kuiper-Godman & Scott, 
1989 ; Hennig et al., 1991, Föllmann et al., 1995) 
- (ii) les aberrations chromosomiques (Manolov et al., 1991) 
- (iii) la perturbation de la synthèse d’ADN (Dörrenhaus et al., 2000) 
- (iv) la formation de micronoyaux (Degen et al., 1994, 1997 ; Dopp et al., 
1999 ; Robbiano et al., 2004)  
- (v) les mutations observées chez les souches S. typhimurium TA 1535, 
1538, 98 en présence de systèmes métaboliques appropriés (Obrecht-Pflumio et al., 
1999 ; Hennig et al., 1991).   
 
Certaines équipes n’ont pas été capables de reproduire ces effets. La validation de la 
méthode de post-marquage grâce à l’acquisition de standards d’OTA, nous permet d’affirmer 
que la non reproductibilité des résultats (Mally et al., 2004, Gautier et al., 2001 a & b) est due 
à la mauvaise maîtrise de la technique de détection des adduits par post-marquage. L’ADN est 
souvent mal purifié, leur hydrolyse est incomplète et de surcroit, les solvants de migration 
utilisés sont à l’origine de la perte des adduits. Parfois aussi les modèles métaboliques choisis 
ne sont pas appropriés. En effet, dés 1993, il a été montré que la métabolisation de l’OTA par 
les enzymes hépatiques ne conduit pas à la formation d’adduits a l’ADN (Pfohl-Leszkowicz 
et al., 1993). Il n’est donc pas étonnant que Gautier et al. (2001) ne trouvent pas d’adduits en 
utilisant du foie comme système de métabolisation. 
 
    
 
 
Perspectives  
 
L’objectif de cette étude qui visait à identifier les adduits à l'ADN, induits lors d'une 
exposition à l'OTA, par la méthode de post-marquage a été atteint. Un autre objectif est 
maintenant la détermination de la nature de l'adduit formé sur l'adénine. Il s’agit ensuite 
d’aller plus loin, dans l’identification des adduits, que par simple comigration avec les 
standards synthétiques. Il faudra isoler suffisamment d’adduits provenant d’organes 
d’animaux traités par l’OTA et confirmer par spectrométrie de masse qu’il s’agit bien des 
adduits d’OTA.  
 
Des études complémentaires portant sur les relations entre l'exposition à l'OTA, la 
formation d'adduits à l'ADN et leur mutagénicité pourraient permettre de valider la détection 
des adduits d'OTA pour le suivi d'individus humain.  
Afin de valider l'hypothèse proposée de formation par l'OTA d'adduits dépurinants, il 
serait intéressant de rechercher si ces adduits sont détectables dans les urines comme c’est le 
cas pour l’aflatoxine. Si c'était le cas, ils pourraient être utilisés comme biomarqueur. 
D'autre part, l'étude de la mutagénicité de ces adduits et la localisation des mutations sur 
le génôme permettront de mieux comprendre le mécanisme de cancérogenèse induit par 
l'OTA. Pour cette raison, l'étude approfondie des mécanismes de réparation de l'ADN semble 
indispensable pour comprendre le processus d'initiation du cancer. 
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Les méthodologies mises en place lors de ce travail permettent la détection, la 
caractérisation et l'isolement des métabolites de l'OTA formés dans les incubations de 
microsomes, les cultures cellulaires et les organes d'animaux, et sont actuellement utilisées en 
routine au laboratoire de Génie Chimique. La compréhension des mécanismes de formation 
des dérivés de l’OTA en systèmes in vitro permettra une extrapolation aux systèmes in vivo et 
devrait aboutir à la connaissance des voies de métabolisation responsables de l'activation de 
l'OTA en cancérogène. Nous avons également montré que l’OTHQ est un métabolite actif de 
l'OTA en partie responsable de sa génotoxicité, la question posée ici est par quelle voie est-il 
formé et est-ce le seul intermédiairre réactif de l'OTA? 
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EVIDENCE OF A NEW DECHLORINATED OTA DERIVATIVE FORMED IN OPOSSUM 
KIDNEY CELL CULTURES AFTER PRE-TREATMENT BY MODULATORS OF 
GLUTATHIONE PATHWAYS. CORRELATION WITH DNA ADDUCTS FORMATION. 
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OH-OA, 4 hydroxylated OTA; OTHQ, quinone OTA; 10-OH-OA, 10 hydroxylated OTA; 
OA-Met, OTA methyl ester; OT alpha OTA without phenyalanine; OTbeta, OTB without 
phenyalanine; OK, opossum kidney cells; MESNA, 2-mercaptoethane sulfonate ; BSO, 
buthionine sulfoximine; ACIVICIN alpha amino-3-chloro-4,5-dihydro-5-isoxazole acetic acid ; 
NAC N-acetylcystein; BEN, Balkan endemic nephropathy; FBS, foetal bovine serum; MTT, 
3-(4,5-dimethylthiazol-2- yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide;  ESI, electrospray ionization; 
IT-MS, ion trap mass spectrometry. LOX lipoxygenase; COX cycloxygenase. GSH glutathione, 
PCP pentachlorophenol; mw molecular mass. 
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Abstract 
 
Ochratoxin A (OTA) a nephrotoxic mycotoxin, probably implicated in human Balkan 
Endemic Nephropathy and associated urothelial tumours, induces renal carcinomas in rodents 
and pigs. OTA induces DNA-adduct formation, but the structure of these adducts and their 
role in nephrotoxicity, genotoxicity and carcinogenicity has only partly been elucidated. In an 
in vivo study, we have demonstrated that 2-mercaptoethane sulfonate (MESNA) protects rats 
against nephrotoxicity but not against carcinogenicity, indicating that two different 
mechanisms are implicated in the nephrotoxicity and carcinogenicity induced by OTA. For a 
better understanding how DNA adduct could be generated, opossum kidney cells (OK) have 
been treated by OTA alone or in presence of several compounds such MESNA or N-
acetylcysteine (NAC), (another agent which, like MESNA, reduces oxidative stress by 
increase of free thiol in kidney), buthionine sulfoximine (BSO) (an inhibitor of glutathione-
synthase) and acivicin (an inhibitor of gamma glutamyl transpeptidase (GGT). Cytotoxicity of 
OTA on OK cells has been evaluated by MTT technique. None of these agents diminished 
significantly OTA cytotoxicity; even acivicin increases OTA cytotoxicity. Analysis of HPLC 
profiles of OTA metabolites yielded during these incubations indicated that the distribution, 
the quantity of metabolites and the nature of the derivatives were modulated by these agents. 
OTB, OP-OA, 4-OH-OA, 10-OH-OA, OTalhpa OTbeta and a dechlorinated OTA derivative 
have been identified by nano ESI-IT-MS. 
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Introduction 
 
Ochratoxin A (OTA) is a potent mycotoxin produced by Penicillium and Aspergillus [1, 2]. It 
is a common contaminant of foodstuffs [3, 4]. OTA is very toxic to numerous animal species, 
the kidney being the main target organ [for review see 5]. OTA is associated with Balkan 
endemic nephropathy (BEN) that is a chronic kidney disease characterized by renal failure, 
high incidence of urinary tract tumours and is restricted to areas of the Balkans where high 
levels of OTA are found in food. OTA causes kidney and liver tumours in mice and rats [6 - 
10]. OTA is considered by the International Agency for Research on Cancer (IARC) as a 
possible carcinogen (group 2B), based on sufficient evidence for carcinogenicity in animal 
studies and inadequate evidence in humans [8] because the group considered that the data 
were not convincing since BEN and UTT patients had not been separated. The Joint 
FAO/WHO Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA) has set a provisional 
tolerable weekly intake (PTWI) of OTA at 100 ng/kg body weight [3]. However, this 
assessment used nephrotoxic effects in pigs as the endpoint and the acceptable intake levels of 
OTA are hotly debated because of the growing concern about the potential genotoxicity of 
OTA and its mechanism of action as a carcinogen. For some authors, carcinogenicity of OTA 
is due to indirect mechanism [11, 12], for others is due  to direct covalent bing of OTA on 
DNA [13 – 15],. 
 DNA-xenobiotic binding is considered to be a critical step in the initiation of mutagenesis 
and carcinogenesis [16]. The process of chemical carcinogenesis is initiated by the covalent 
binding of carcinogens or their reactive metabolites to DNA, thus forming DNA-adducts [16]. 
In all animal there is a good correlation between DNA-adducts formation and the frequency 
of mutations [for a review see 17] and with the incidence of tumours [18]. To interact with 
cellular macromolecules and thus initiate cancers, most chemical carcinogens require 
metabolic activation [16]. OTA consists of a para-chlorophenolic moiety containing a 
dihydroisocoumarin group that is amide-linked to L-phenylalanine and thus exhibits chemical 
similarity with chlorophenol [19]. It has been demonstrated that after biotransformation via 
peroxidase, pentachlorophenol reacts with guanine [20]. More recently the same team 
obtained a similar result with OTA [21].Since 2-mercaptoethane sulfonate (MESNA) protect 
rats against nephrotoxicity and carcinogenicity induced by oxidative stress by increasing free 
thiol groups in kidney, the potential protective effect of MESNA on renal toxicity and 
carcinogenicity induced by OTA was examined in a long term rat study. We have shown that 
the kidney karyomegalies are prevented by MESNA (mercaptoethanesulfonate) but an increase 
  Annexes. 
  
  265   
of the incidence of kidney tumours was observed [22]. This suggests different mechanisms for 
OTA-induced karyomegalies, renal carcinogenicity and DNA adduction. To confirm the 
hypothesis of a quinone pathway in the metabolism of OTA [20, 21, 23] we have therefore 
tested in an acute OTA treatment, the effect of (i) NAC (N-acetylcysteine) a precursor of 
intracellular cysteine and glutathione, and a ROS scavenger [24, 25], (ii) BSO (buthionine 
sulfoximine oxide), shown to protect rat against p-aminophenol [26] and –iii) acivicin (alpha 
amino-3-chloro-4,5-dihydro-5-isoxazole acetic acid), an inhibitor of GGT which blocks the 
cytotoxicity of hydroquinone-S-conjugates [27]. Some OTA-DNA adducts disappeared 
whereas some others correspond to DNA adducts N° 1, 2, 3 always found in kidneys of animals 
having developed a kidney tumour and are similar to those formed in human kidney or human 
urinary bladder tumour from patient suffering nephropathy after ingestion of diet contaminated 
by OTA [28]. After acivicin pre-treatment before OTA administration, only one adduct persists 
and has the same chromatographic properties as adduct No.1 (Figure 1). This adduct has the 
same chromatographic properties as the synthetic C-C8 dG OTA [29].  
The aim of this study is to determine in opossum kidney cells, the OTA metabolites formed and 
modulation of biotransformation when cells are pretreated by MESNA, NAC, BSO or acivicin. 
 
Material & Methods 
 
Chemicals: 
OTA (benzene free), dithiothreitol, spermidine, bicine, N-acetylcysteine (NAC), acivicin, 
buthionine sulfoximine (BSO), dimethylsulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma-
Aldrich, (Saint-Quentin Fallavier, France). Proteinase K, RNaseA, RNase T1 and microccocal 
nuclease were from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France); spleen phosphodiesterase was 
from Calbiochem (VWR, France); nuclease P1 and T4 polynucleotide kinase were from 
Roche diagnostics (Meylan, France). [γ32 P-ATP] (444Tbq/mmol, 6000 Ci/mmol); Eagle’s 
minimum essential medium (EMEM) was prepared with Gibco products (Cergy Pontoise, 
France); phosphate saline buffer, trypsine, fetal calf serum, streptomycine and peniciline were 
from Life-Technologies (Cergy pontoise, France); rotiphenol (phenol saturated with Tris-HCl, 
pH 8) was from Rothsichel (Lauterbourg, France); cellulose MN 301 was from Macherey 
Nagel (Düren, Germany); polyethyleneimine (PEI) was from Corcat (Virginia Chemicals, 
Portsmouth, VA); Whatman no. 1 paper was from VWR (France); and PEI/cellulose TLC 
plates used for 32P-postlabeling analyses were prepared in the laboratory of  Toulouse. All 
reagents (potassium chloride, sodium hydrogen carbonate, sulphuric acid, phosphoric acid, 
hydrochloric acid, acetic acid, sodium dihydrogen phosphate) were of normapur grade. All 
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solvents (methanol, chloroform, acetonitrile, propan2-ol, n-hexane) were of HPLC grade from 
ICS (Lapeyrouse-Fossat, France). Deionized water from a Milli-Q system (Millipore, France) 
was used for HPLC analysis and preparation of all aqueous solutions. 4-S-OH-OA , 4-R-OH-
OA and 10-OH-OA were prepared by Dr Størmer. 
 
Treatment of rat by NAC, BSO, Acivicin before acute OTA-treatment. 
Male Lewis rats (Sexal, Vigneul sous Montmédy, France) weighing 125 ± 10g, aged seven 
weeks, were given OTA (in 0.1 M aqueous NaHCO3 pH 7.4) at a single dose of 2 mg/kg body 
weight by gastric intubation. Two hours before OTA administration, 3 groups of three 
animals received by gastric intubation either NAC (500mg/kg in water), acivicin (10 mg/kg in 
NaCl 9g/l) or BSO (1g/kg in NaOH 0.1M pH 8.5). Control rats (n=3) received the vehicle 
only. One group (n=3) received OTA alone. All animals received the same diet ad libitum. 
Rats were sacrificed by decapitation 48h after OTA dosing or vehicle administration. Kidney 
were excised and frozen at -80°C until further processing. 
 
DNA adduct analysis 
DNA adducts were analysed by postlabelling method after purification of DNA as described 
in details in [15].  
 
Cell culture 
Opposum kidney cells (OK) provided by ATCC (American Type Culture Collection, 
Manassas, Virginia, USA), were cultured in 200 ml flasks in EMEM containing 44 mM 
NaHCO3, 5 % fetal bovine serum (FBS), 2% vitamins, 2% of non-essential amino acids, 1% 
streptomycin, penicilin during 48 h at 37°C under 5% CO2. After trypsin digestion, the cells 
were re-suspended in this medium to obtain 1x 106 cells per ml and treated as follows. The 
cells were pre-incubated or not for 1 h with several modulators (acivicin (1µM), BSO 
(100µM), MESNA (100µM), N-acetylcystein (100µM) in absence of FBS. Then they were 
incubated for 30 minutes to 7 h in the presence of 0.05µM to100 µM OTA. All experiments 
were performed three times. For each incubation, the determination was performed in 
triplicate. 
 
Cytotoxicity evaluation 
 
Cellular viability was assessed by the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2- yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan, using  Cell titer 96® non radioactive cell 
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proliferation assay (Promega, Charbonnières, France). The intensity of color formed is 
directly proportional to the number of viable cells and is detected using a 96 plate reader at 
570 nm.  
 
Analysis of OTA metabolites 
OTA and metabolites extraction from cell supernatant 
Cell medium OTA content is extracted as described by Petkova-Bocharova et al, 2002 [30]. 
Cell culture medium (30ml) were mixed with 20 ml MgCl2 0.1 M/HCl 0.05 M, pH 1.5 and 
extracted two times with chloroform (25 ml). Combined chloroform extracts, obtained under 
centrifugation (10 minutes, 5500 g, 4°C) were dried under vacuum, dissolved in 1 ml 
methanol, filtered, dried under nitrogen and finally dissolved in 500µl methanol.  
HPLC analyses 
In order to obtain a separation to base line with a solvent compatible with use of mass 
spectrometry and in a short time (less than 60 min) we developed new HPLC conditions. The 
metabolites were separated on prontosil 250 x 4 mm, 3µ using the following gradient: solvent A: 
MeOH/acetonitrile/6.5 mM ammonium formate (200/200/600) adjusted to pH 3 with formic 
acid; solvent B: MeOH/acetonitrile/6.5 mM ammonium formate (350/350/300) adjusted to pH 3 
with formic acid. Program: T0 100% A; T10 100% A; T25 30% A; T30 30% A; T45 0% A; T55 
0% A; T58. 
Identification of metabolites 
The nature of metabolite was first analysed by co-migration with synthetic standard. Each peak 
was collected, and thus analysed by nano electrospray ionization (ESI)- ion trap mass 
spectrometry (IT-MS) on a spectrometer LCQ (Finnigan MAT, San Jose, USA). Nano-ESI-IT-
MS analysis was performed with a commercial nanospray ESI source (The Protein Analysis 
Co., Odense, Denmark) using glass capillaries (The Protein Analysis Co), which were 
positioned using a stereomicroscope, directly at a distance of about 1 mm from the entrance 
hole of the heated transfer capillary. The capillaries were palladium and gold-coated for 
electrical contact. The glass capillaries were filled with 5 μL of analyte solution. Nebulizer 
gas was not necessary in this spray mode. The nanospray needle voltage was set to 700 V. 
The heated transfer capillary was kept at a temperature of 150 °C. OP-OA was analyzed in the 
negative ion mode. The full scan mass range was m/z [100-800], the product mass range was 
m/z [115-300] for MS2 experiments and [90-350] for MS3 experiments. Parent ion isolation 
width was 1 m/z for the synthetic and the natural compound, collision energy: 55% (MS2) and 
60% (MS3). OTB was analyzed in the negative ion mode. The full scan mass range was m/z 
[100-700], the product mass range was m/z [100-400] for MS2 experiments and [85-330] for 
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MS3 experiments. Parent ion isolation width was 1 m/z for the synthetic and the natural 
compound, collision energy: 65% (MS2) and 60% (MS3). Derivative 7 (dechlorinated OTA) 
was analyzed in the negative ion mode. The full scan mass range was m/z [105-1000], the 
product mass range was m/z [105-400] for MS2 experiments and [75-300] for MS3 
experiments. Parent ion isolation width was 1 m/z for the synthetic and the natural compound, 
collision energy: 45% (MS2) and 50% (MS3). For each compound, activation Qz was 0.25 and 
activation time was 30 ms. All experiments were performed using the ‘Automatic Gain 
Control’ (AGC) whereby the accumulation time is automatically adjusted by monitoring the 
ion abundance (maximum 800ms). The software used was Xcalibur 1.2 from ThermoQuest 
(San Jose, USA).  
 
 
 
 
RESULTS 
 
Viability of opossum cells treated by OTA in presence or not of glutathione modulators 
OK cells were treated with increasing amount of OTA (0.05µM to 100µM). The % of survival 
was measured after 24h (Figure 2 A) and 48h of incubation in presence of OTA. The cell 
survival decreases as a function of OTA doses. After 24h of treatment with 0.5µM of OTA, the 
OK survival is about 80%, and is above 40% with 20µM of OTA. The same experiment was 
done after pre-treatment of cells by MESNA (100µM); BSO (100µM); NAC (100µM); Acivicin 
(1µM). As shown figure 2B, MESNA, BSO, NAC by themselves did not induce any significant 
cytotoxicity. In contrast, ACI induces a decrease of cell survival. None of them decreased the 
OTA cytotoxicity. When OK cells were pretreated with acivicin before OTA, the survival is 
lower than when OK cells were treated only with OTA.  
 
Analysis of OTA metabolites formed in OK cells 
The metabolites formed were first analyzed by HPLC. At least 20 different fluorescent 
responsive compounds in the optimal conditions of OTA detection appeared (Figure 3A). 
Some of these compounds coeluted with pure standard, notably OTalpha, 4S-OH-OA, 4R-
OH-OA, OTB, OA-Met. On contrast no peak corresponds to 10-OH-OA or OT beta. The 
amount of metabolites formed is dependent of the dose of treatment (Figure 3B).  
Each peak has been collected individually. The structure of some of them was confirmed by 
nano ESI-IT-MS. As demonstrated by figure 4, synthetic OTB and synthetic OP-OA have 
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similar spectra to the compounds from OK cells with OTA, which eluted at the same 
retention. The respective amounts of metabolites formed depend from the pre-treatment of OK 
cells before OTA treatment.  We have compared the evolution of seven metabolites (figure 5). 
Pretreatment of OK cells by MESNA, NAC, BSO, ACIVICIN increases the global 
biotransformation of OTA respectively by 3, 1.5, 5 and 2. Formation of OP-OA and 4-R-OH-OA 
is increased respectively by 16 and 10 after BSO pretreatment.  BSO induced also the formation 
of a large amount of OTB (5 –fold), and dechlorinated derivative 7 (9-fold). The formation of 
these derivatives (OP-OA, 4-OHOA, OTB, dechlorinated derivative 7) are also stimulated after 
acivicin pretreatment, but to much different extent that by BSO. The respective increases after 
acivicin pre-treatment are 4 fold for OP-OA; 8 for 4-OH-OA; 2 for OTB; 10 -fold for 
dechlorinated derivative 7.  MESNA pretreatment did not induce the formation of OP-OA, OTB 
or 4-OH-OA, whereas it induces formation of dechlorinated derivative 7 (2-fold). (Figure 5A). In 
addition, MESNA pretreatment induces also formation of two OTA derivatives (6 & 16) of 
unknown structure respectively by 3-fold and 5 fold (Figure 5B).  On contrary, pretreatment by 
acivicin or BSO decreases partially or totally the formation of these later metabolites, and also 
the formation of the derivative 19, more lipohilic than OTA (Figure 5B).  MESNA or NAC did 
not modify the amount of derivative19 formed.  We have analysed by nano ESI-IT-MS the 
compound 7. This compound formed in large amount after acivicin pre-treatment and BSO 
pretreatment is a dechlorinated OTA derivative of 366 mw (Figure 6).  
 
Cytotoxicity of two metabolites 
As large amount of OTB and OP-OA are formed after BSO and acivicin pre-treatment we 
have tested the cytotoxicity of these two metabolites on OK cells. The decrease is function of 
the dose of treatment (Figure 7). For low concentration, both metabolites are less cytotoxic 
than OTA. A decrease of OK cells viability by two is observed after treatment of cells with 
2µM of OTA and with 7µM of OTB. We observed less than 45% of survival when the cells 
were treated with 10µM of OTB, whereas the survival after OTA treatment at the same dose 
was 35%. OTB decreases more the survival of cells than OP-OA. OP-OA affects OK survival 
at higher doses than did OTA or OTB. A slight decrease of survival after OP-OA treatment is 
observed with 10 µM (90%), and drop to 40% with 100µM. Simultaneous presence of OTB 
and OP-OA has an additional effect on cytotoxicity (data not shown) 
 
 Discussion 
The mechanism by which OTA induces genotoxicity is not fully determined. Several studies 
clearly establish a linked between lipoperoxidation and OTA metabolism [31-34].  
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Cytochrome P450s are primarily responsible for the oxidation of most xenobiotics in liver 
[for a review see 35] whereas much lower P450 activities are expressed in other tissues. In the 
kidney, lung and brain, several xenobiotics are co-oxidised by COX or LOX [36, 37]. It has 
been demonstrated that lipoxygenase (LOX) as well as cyclooxygenase (COX) required 
peroxide for the initiation of enzymatic activity. Reactive oxidized species generated during 
peroxidase catalysis presumably initiate free radical chain reactions which lead to epoxidation 
or oxidation of xenobiotics [for a review 38]. The initiation of the reaction may occur in the 
absence of oxygen, because thiyl radicals, formed from the oxidation of the thiol by the 
transition metal, may react directly with an unsaturated bond in lipid [for a review see 39]. 
For example oxidative conversion of hydroquinone (HQ) into benzoquinone (BQ) by COX 
[40] followed by conjugation with glutathione leads to metabolic activation, producing 
intermediates which are nephrotoxic [41]. The same authors have shown that further 
metabolism of glutathione conjugates via gamma glutamyl transpeptidase and dipeptidase 
conjugate of HQ is an important determinant of the internal dose of these metabolites [42]. 
This mechanism could be blocked by acivicin. Metabolic transformation of 
pentachlorophenol (PCP) leads to quinone derivatives reacting covalently with DNA [19, 20, 
43]. The team of Manderville demonstrated the possibility of OTA to be biotransformed into 
quinone derivatives, able to react with guanine [21] We have demonstrated that the 
genotoxicity of OTA is linked to its biotransformation by COX 2 and LOX [44, 45], and that 
glutathione pathway has an important role to play [13, 15, 22].  
In order to better understand how DNA adduct could be generated, opossum kidney cells 
(OK) have been treated by OTA alone or in presence of several compounds such as MESNA 
or N-acetylcysteine (NAC), two agents that reduce oxidative stress by increasing of free thiol 
in the kidney [24, 25]; buthionine sulfoximine (BSO), an inhibitor of glutathione-synthase 
shown to protect rat against p-aminophenol [26] and acivicin, an inhibitor of gamma glutamyl 
transpeptidase (GGT) which blocks the cytotoxicity of hydroquinone-S-conjugates [27]. 
The OK cell is a continuous cell line derived from the proximal tubule of American opossum 
kidney [46]. When grown to confluence, these cells express many characteristics of proximal 
tubular epithelia, including albumin transport, hormonal receptor [47] and thus they have been 
widely used as a model system to study renal tubular protein transport [48-51]. At least, 20 
different compounds are formed by OK cells in presence of OTA, including OT alpha, OP-
OA, 4-OH-OA, OTB found previously by other in rat urine [52] and other system (for a 
review see [14]). Their formation is dose-dependant. As described above their formation is 
modulated by inhibitors of glutathione pathway and by antioxidant. In each case, pre-
treatment of OK cells increases the global biotransformation of OTA (1.5-5 folds) but the 
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increase is not similar for each metabolite. NAC induces only a slight increase of OTA 
biotranformation and does not modify the profile of OTA metabolite formed, this explain why 
DNA adduct pattern was not modified. Even though the mechanism of MESNA and NAC 
was presumed to be similar (antioxidant action due to increase of intracellular thiol), 
significant difference was observed. MESNA induces the formation of two unknown 
derivatives (# 6, 16), which in contrast are inhibited by BSO and acivicin. In the long term 
study, we have shown that MESNA decreased formation of some DNA adduct, but those 
persisting are always present in tumours [22].  
After acivicin pre-treatment we have observed in vivo, that only one adduct persisted when 
animals were orally treated by OTA. Its formation seems to involve biotransformation by 
LOX as this adduct appeared as the major adduct in OTA-treated cells when this LOX-
pathway was enhanced [44, 45], and also in kidney of mice pre-treated by Vitamin A, a 
known inducer of LOX [15]. Moreover, this adduct has the same properties than the C-C8 dG 
OTA which is the covalent binding between guanine and OTB moiety of the OTA molecule 
[26]. Interestingly, a large amount of OTB and of another dechlorinated OTA derivatives (mw 
366) are formed in OK cells after pre-treatment of acivicin. In function of the mw of this 
derivative, it could be speculated that it correspond to a demethylated form of one OTA 
metabolite, as observed by Fink-Gremmels [53] or a decarboxylated form. Previously, we 
have observed that induction of LOX by phenobarbital in epithelial bronchial cell, increased 
the formation of this adduct, and increase the formation of OTB and other metabolite of 
unknown structure [45]. This adduct and the same derivatives are also stimulated after pre-
treatment of cell by BSO. In both cases, pre-treatment of OK cells by BSO and acivicin lead 
to a depletion of intracellular glutathione, but the mechanism is different. BSO inhibits the 
synthesis of glutathione, whereas acivicin inhibits formation of mercapturic derivatives. 
Depletion of intracellular glutathione results in induction of LOX activity. In both case the 
formation of the adduct #1 is increased. BSO induces the formation of OP-OA and 4-R-OH-
OA. These later metabolites often are conjugated with glutathione [54, for a review see [14]. 
Thus their increase is directly linked to GSH depletion. Schaaf et al  [55] demonstrated that in 
primary rat proximal tubule cells and LLC PK1 cells, OTA induces a concentration dependent 
elevation of reactive oxygen species (ROS levels), an increase in the formation of 8-
oxoguanine simultaneously to a depletion of cellular glutathion. In this later manuscript, the 
authors expressed that N-acetyl-cystein completely prevent the OTA induced increase in ROS 
levels as well as the formation of 8-oxoguanine and completely protect against the 
cytotoxicity of OTA.  
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Two mechanisms of biotransformation could dechlorinate a compound: one involving CYP 
450 oxydation ou LOX/COX cooxydation, the second pathway involving glutathione 
conjugation (for a review see [13, 14]). In further works we will determine if one peak 
correspond to OTHQ. 
The biotransformation of OTA into several derivatives is particularly important as the half-
lives and the route of elimination were dependent on the metabolites [56]. Moreover, the 
toxicity of the derivatives is not the same. Some of them, notably the OP-OA (ring opening 
lactone) is more toxic [57]. We have observed that none of the compounds tested decreased 
OTA cytotoxicity. OTB and OP-OTA are more or less as cytotoxic as OTA for kidney cells. 
In addition, simultaneous presence of both of them amplifies the cytotoxic response (data not 
shown).   
Our work confirms that two different pathways are involved in nephrotoxicity and 
carcinogenicity. This is in line of other works. Pre-treatment of mice by Phenobarbital (PB), 
an inductor of cytochrome P 450 (CYP) 2C, 2B, 3A and glutathione-s-transferase, decrease 
nephrotoxicity [59] but increase hepatic tumours [60]. In the same way MESNA decrease 
karyomegalies induced by OTA, but increase kidney tumours in male DA rat [22] 
In conclusions, this work demonstrates clearly that: 
1. OTA is biotransformed by OK cells, 
2. Several of the compounds derived from this metabolism have been identified (OP-OA, 
4R-OH-OA, OTB, Otalpha), and the mass spectrum of a new dechlorinated derivative 
has been obtained,  
3. Two mechanisms are involved in the biotransformation, one implicating LOX and the 
other the glutathione, 
4. The biotransformation modulates the DNA adduct patterns, 
5. When glutathione is inhibited there is a decrease of nephrotoxicity and of all adducts 
except  one, the C-C8 guanine adduct which persists and is increased,  
6. Some of the adducts are related to toxicity while one, the C-C8 guanine adduct is 
related to carcinogenicity 
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Legends of figures 
 
Figure 1: Autoradiograms of OTA DNA adducts:  (A-E) kidney from Lewis rats receiving 
one single dose of OTA by gavage after 2h pre-treatment by several modulators: (A) control 
rats without any treatment (B) rat treated with OTA alone (C) pre-treated by NAC (D) pre-
treated by BSO (E) pre-treated by Acivicin, (F) Human kidney accidental death (G) kidney 
tumour from human suffering BEN and having OTA in tissue (H) control in vitro incubation 
of DNA & OTA (I) in vitro incubation of DNA, OTA and human kidney microsome Arrow 
shows adduct # 1. 
Figure 2: Cytotoxicity of OTA alone on opossum kidney cells (A), or after pre-treatment with 
the modulators : MESNA; NAC; BSO; Acivicin (B). * statistically different from the control; 
° statistically different from OTA alone 
Figure 3 A:  Example of HPLC separation of OTA derivatives detected by fluorimetry, 
formed in opossum kidney cells. Elution was run using the following gradient: solvent A 
contain MeOH/acetonitrile/6.5 mM ammonium formate (200/200/600) adjusted to pH 3 with 
formic acid; solvent B: MeOH/acetonitrile/6.5 mM ammonium formate (350/350/300) adjusted 
to pH 3 with formic acid. Program: T0 100% A; T10 100% A; T25 30% A; T30 30% A; T45 0% 
A; T55 0% A; T58 100% A. 
Figure 3B: Dose related formation of OTA derivatives in opossum kidney cells after 8h of OTA 
treatment. Derivative 7 (dechlorinated OTA); OTB ochratoxin B; OP-OA open ring OTA; 4R-
OH-OA hydroxylated OTA. 
Figure 4:  Comparison of mass spectrum of synthetic OP-OA (a) or OTB (c) derivatives with 
isolated derivatives from opossum kidney cells by nano ESI-IT-MS (b, d). 
 Figure 5: Differences in OTA biotransformation in presence of OK cells pretreated by several 
modulators. Ordinate represent arbitrary units.  
Figure 6 : Mass spectrum of a dechlorinated OTA derivatives 
Figure 7 : Cytotoxicity of increasing concentrations of OP-OA and OTB on opossum kidney 
cells 
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Abstract: 
 
Ochratoxin A (OTA) is a nephrotoxic mycotoxin, produced by several molds of the Aspergillus and Penicillium 
species which may contaminate foodstuffs mainly during storage. Humans are exposed to this toxin via the food chain, by 
ingestion of plants or meat. OTA induced kidney cancer in rodent, and has been classified by International agency on 
Cancer Research (IARC) in 1998 as "possible human carcinogen" (group 2B). OTA carcinogenic mechanism is still 
under debate. Does OTA act as a genotoxic carcinogen (by direct covalent binding on DNA) or as an epigenetic 
carcinogen (no genotoxic, oxidative stress by example)? The overall goal of this work was to determine the nature of 
DNA adducts and their relation to metabolic fate. Thus, the existence of the “true” adducts responsible for the induction 
of urothelial tract tumors should be ascertained. 
Covalent DNA adducts have been detected by the sensitive method of 32P-postlabelling of DNA. By commigration 
of authentic OTA-Guanine adduct postlabelled with DNA adducts from rat or pig kidney DNA, it was demonstrated that 
covalent adducts are formed in vivo. In addition, exposure of pregnant mice to OTA has induced OTA-DNA adduct 
formation in kidney and testis of newborn mice. One adduct formed in both organs exhibited the same chromatographic 
properties as C-C8 dG OTA standard. OTHQ (quinone form of OTA) induced direct DNA adduct without metabolic 
activation. Some adduct induced by OTHQ are similar to OTA DNA adducts. Thus OTHQ is one of the OTA derivatives 
implicated in the genotoxic activity of OTA. 
Use of several models (cell cultures, in vitro incubation with microsomes of pig's liver or kidney…) led to the 
formation of  at least 23 OTA derivatives, including OTB, 4R, 4S-OHOTA, OP-OTA, OTα. By mass spectrometry, a 
dechlorinated OTA derivative (not similar to OTB) was detected, having a mass of 366g/mol. Some other derivatives of 
unknown structure have been isolated in the chromatographic system used. Biotransformation of OTA depends of 
species, gender and organs of animal. Modulation of metabolic pathway by buthionin sulfoximine, acivicin or melatonin 
increases the formation of large amount of dechlorinated OTA, OTB or OP-OTA respectively. These studies indicated 
that OTA, after metabolic activation via lipoxygenase pathway, forms covalent DNA adducts and acts as a genotoxic 
carcinogen. 
 
Key words: ochratoxin A (OTA), mycotoxin, carcinogen, DNA adducts, genotoxic, OTA derivatives, biotransformation 
enzymes.  
Résumé: 
 
L'ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine néphrotoxique, produite par plusieurs espèces de champignons, des 
genres Aspergillus et Penicillium, se développant en particulier sur les denrées alimentaires au cours de leur stockage. 
L'exposition de l'homme à cette toxine se fait via la chaîne alimentaire aussi bien par les produits végétaux que par la 
viande. Chez les animaux, elle est clairement cancérogène au niveau du rein, chez l'homme elle a été classée par le CIRC 
en 1993 (Centre international de la recherche sur le cancer) comme "potentiellement cancérogène pour l'homme" (groupe 
2B). Le mécanisme par lequel cette toxine induit des cancers n’est pas totalement élucidé et fait l’objet de débats. En 
effet, il reste à déterminer si c'est un cancérogène génotoxique (via une liaison covalente sur l'ADN) ou un cancérogène 
épigénétique (non génotoxique, via un stress oxydatif par exemple). Le but de notre travail est de clarifier le mécanisme 
d’action de cette toxine, en identifiant la nature exacte des adduits à l’ADN formés ainsi que les métabolites responsables 
de l’induction de cancer des voies urinaires. 
Le post-marquage de l'ADN au 32P est une méthode très sensible de détection des adduits à l'ADN. Lors d'analyses 
d'ADN de rats, post-marqués au 32P en co-chromatographie avec des adduits standard OTA-Guanine, nous avons montré 
que des adduits covalents de l'OTA sur l'ADN étaient formés in vivo. D'autre part, l'administration d'OTA à des souris 
gestantes a induit la formation d'un adduit sur l'ADN testiculaire et rénal de leur progéniture. Cet adduit est 
chromatographiquement identique au standard C-C8 OTA-dG. D'autre part, nous avons montré que le dérivé OTHQ 
induisait la formation d'adduits à l'ADN sans activation métabolique supplémentaire et similaires à ceux observés avec 
l’OTA; l'OTHQ est donc un métabolite réactif de l'OTA.  
L'analyse de la biotransformation de l'OTA par différents systèmes de métabolisation a permis de mettre en 
évidence la métabolisation de l'OTA en divers métabolites. Au moins 23 dérivés différents ont été formés lors 
d'incubations de microsomes de porc (foie et rein). Certains ont été identifiés (OTB, 4R, 4S-OHOA, OP-OA, Otα). Nous 
avons mis en évidence, par spectrométrie de masse, la formation d'un dérivé déchloriné de l'OTA (différent de l'OTB) de 
masse 366g/mol. D'autres restent encore de nature inconnue. Nous avons montré que la métabolisation était spécifique du 
sexe, de l'organe et de l'espèce de l'animal. De plus, la modulation de la biotransformation de l'OTA par les composés 
buthionine sulfoximine, acivicine et mélatonine a orienté fortement le métabolisme de l'OTA vers la production, 
respectivement, d'un dérivé déchloriné de l'OTA, de l'OTB et de l'OP-OA. Ces expériences corrélées avec l'étude des 
adduits à l'ADN nous ont permis de montrer que l'OTA est un cancérogène génotoxique qui nécessite d'être 
biotransformé pour exercer ses effets sur l'ADN; la lipoxygénase est impliquée dans cette activation métabolique.   
 
Mots clés: ochratoxine A, mycotoxine, cancérogène, adduits à l'ADN, génotoxique, métabolites, enzymes de 
biotransformation. 
